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RESUMEN 

Los trastornos de ansiedad son una de las principales problemáticas de salud mental, 

caracterizados por miedo y preocupación persistente, con un alto impacto social y clínico. Su 

fisiopatología involucra factores neurobiológicos, metabólicos e inmunológicos, destacando las 

ceramidas por su rol en apoptosis, metabolismo energético, inflamación y función mitocondrial. 

Este estudio evaluó ceramidas de cadena larga y muy larga (C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1) 

en la modulación de un fenotipo ansioso, la activación microglial y la función mitocondrial. En 

el modelo murino, la administración sistémica de ceramidas indujo conductas ansiosas 

dependientes del sexo, con mayor susceptibilidad en hembras, promoviendo un fenotipo 

microglial proinflamatorio, aumento de fagocitosis y expresión de genes inflamatorios (NLRP3, 

TNF-α), así como alteraciones mitocondriales. En plasma humano, se observó un estado 

proinflamatorio (IL-6, MCP1, TNF-α elevados; IL-17A reducido) sin cambios en ceramidas, pero 

con disminución de diglicéridos, lisofosfatidilcolinas y triglicéridos, sugiriendo que las 

alteraciones lipídicas no se limitan a la vía de las ceramidas. En conjunto, los resultados apoyan 

un eje lípidos–inmunidad como componente central en la ansiedad y destacan la importancia de 

explorar un espectro lipídico más amplio para futuras estrategias diagnósticas y terapéuticas. 

 

______________________________ 

Dr. C. Alberto Camacho Morales 

Director de Tesis 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 Anxiety disorders are among the leading mental health problems, characterized by persistent 

fear and worry, with high social and clinical impact. Their pathophysiology involves 

neurobiological, metabolic, and immunological factors, with ceramides playing a significant  

role in apoptosis, energy metabolism, inflammation, and mitochondrial function. This study 

evaluated the modulation of an anxious phenotype, microglia activation and mitochondrial 

function by long- and very-long-chain ceramides (C16:0, C18:0, C22:0, C24:0, and C24:1). 

In the murine model, systemic administration of ceramides induced sex-dependent anxiety-

like behaviors, with females showing greater susceptibility, promoting a pro-inflammatory 

microglial phenotype, increased phagocytosis, and expression of inflammatory genes 

(NLRP3, TNF-α), as well as mitochondrial alterations. In human plasma, a pro-inflammatory 

state was observed (elevated IL-6, MCP1, TNF-α; reduced IL-17A) without changes in 

ceramides, but with decreased diglycerides, lysophosphatidylcholines, and triglycerides, 

suggesting that lipid alterations are not limited to the ceramide pathway. Taken together, 

these findings support a lipid–immunity axis as a central component in anxiety and highlight  

the importance of exploring a broader lipid spectrum for future diagnostic and therapeutic 

strategies. 

_____________________________ 

Dr. C. Alberto Camacho Morales 

Director de Tesis 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los trastornos de ansiedad se caracterizan por presentar miedo y/o preocupación persistente 

a situaciones o eventos cotidianos. Se conoce que los factores de riesgo para el desarrollo de 

ansiedad se incluyen al estrés, la herencia, consumo de drogas alcohol e incluso exposición a 

eventos adversos durante el desarrollo fetal. Desde el punto de vista neurobiológico se propone que 

la deficiencia de monoaminas, alteraciones gliales, cambios neuroanatómicos, neuroinflamación 

(particularmente la activación microglial), disfunción mitocondrial y alteraciones en el 

metabolismo de esfingolípidos, son contribuyentes etiológicos de los trastornos de ansiedad 

(Mishra & Varma, 2023). De interés, tanto la evidencia clínica como la obtenida en modelos 

animales confirma una asociación entre los niveles de ceramidas en plasma y la sintomatología de 

la ansiedad (Brazdis et al., 2024; Demirkan et al., 2013; Mühle et al., 2013).  

Las ceramidas son moléculas orgánicas que están formadas por la unión de un ácido graso a 

la esfingosina mediante un enlace de tipo amida. Los componentes de ácidos grasos de las 

ceramidas varían de 14 a 26 átomos de carbono. Actualmente no están completamente identificados 

los mecanismos moleculares y/o celulares que inducen el incremento de ceramidas en sujetos con 

ansiedad, así como los blancos celulares y/o moleculares de las ceramidas para promover el 

desarrollo de los trastornos de ansiedad en humanos. Sin embargo, se sabe que las ceramidas 

regulan la apoptosis, las respuestas al estrés, el metabolismo y la inflamación (Honn & Zeldin, 

2019). A nivel cerebral desempeñan un papel clave en la activación de células microgliales 

(Scheiblich et al., 2017; Sikora et al., 2017; Teo et al., 2023) y participan en el mantenimiento de 

la homeostasis mitocondrial (Ding et al., 2024). 

 En nuestro laboratorio, se ha determinado que la programación materna por exposición a 

nutrientes con alta densidad energética (alta proporción en grasa y azúcar) promueve en la 

descendencia de ratas y ratones, el aumento de la concentración de ceramidas de cadena larga 
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(Camacho-Morales et al., 2024), e importantemente el desarrollo de un fenotipo similar a la 

ansiedad (Trujillo-Villarreal et al., 2024). Además, hemos reportado que la ceramida C24:0 induce 

la acumulación de C14:0, C16:0, C18:0, C18:1, C20:0, C22:0, C22:1, C24:0, C24:1, C25:0, C26:0, 

y C26:1 y disfunción mitocondrial en hepatocitos (Camacho-Morales et al., 2024). A partir de estos 

antecedentes, la evidencia indica una asociación entre las ceramidas y el deterioro metabólico en 

tejidos clave para el control energético; no obstante, se desconoce si el aumento en su concentración 

constituye una causa, una consecuencia o un factor contribuyente en el desarrollo de la conducta 

ansiosa.  

Por lo anterior, proponemos que las ceramidas coordinan una interacción mutua entre la 

función mitocondrial y la inflamación, que potencialmente podría contribuir al desarrollo de una 

conducta similar a la ansiedad. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Trastornos de Ansiedad 

La ansiedad es un estado de inquietud y alerta que surge en ausencia de una amenaza 

inmediata y suele ir acompañado de manifestaciones somáticas, conductuales y cognitivas. La 

frecuencia e intensidad con la que cada individuo experimenta ansiedad varía considerablemente a 

lo largo de la vida. Mientras que algunas personas logran mantener la calma ante diversas 

situaciones, otras presentan respuestas exacerbadas al estrés y una mayor predisposición a 

enfocarse en estímulos potencialmente amenazantes. Esta tendencia persistente se conoce como un 

‘’rasgo’’ de ansiedad . Un rasgo de ansiedad elevado se asocia con un mayor riesgo de desarrollar 

diversas psicopatologías, incluidos los trastornos de ansiedad. Las personas pueden enfrentar 

desafíos con calma o mostrar una mayor sensibilidad al estrés y una atención sesgada hacia 

estímulos que podrían percibirse como amenazantes. Esta disposición persistente se denomina 

‘rasgo’ de ansiedad. Tener un rasgo de ansiedad elevado se considera un factor de riesgo para el 

desarrollo de diversas psicopatologías, incluidas los trastornos de ansiedad y la depresión 

(Skapinakis, 2023). 

La ansiedad se considera un mecanismo de adaptación evolutiva, ya que el estado de alerta 

que se desencadena puede proteger a los individuos de peligros potenciales. Sin embargo, cuando 

las respuestas asociadas a la ansiedad son excesivas, esta se vuelve patológica y puede manifestarse 

en una variedad de trastornos. La ansiedad patológica, reflejada en la alta prevalencia de los 

trastornos de ansiedad, constituye el problema de salud mental más común, con una prevalencia de 

por vida superior al 20%, representando una carga significativa tanto para las personas como para 

los sistemas de salud y la economía (Javaid et al., 2023).  

Los trastornos de ansiedad son un grupo de afecciones caracterizadas por miedo o 

preocupación excesiva, que se vuelve persistente y pueden interferir con las actividades cotidianas. 
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Se define como un estado de intranquilidad y alerta elevada que ocurre incluso en ausencia de una 

amenaza directa, acompañado de respuestas de estrés a nivel fisiológico y conductual. Constituyen 

uno de los grupos de trastornos mentales más relevantes a nivel mundial, afectando a 

aproximadamente 264 millones de personas, de acuerdo con estimaciones de la Organización 

Mundial de la Salud. Dentro de estos se incluyen el trastorno de ansiedad generalizada, trastornos 

de pánico, trastorno de ansiedad por separación, y fobias. Centrándonos en los trastornos de 

ansiedad generalizada (TAG), estos se caracterizan por una ansiedad y preocupación excesivas por 

una serie de acontecimientos o actividades, que al individuo le resulta difícil controlar. La 

preocupación afecta a diversos contextos como el laboral, doméstico y social. Entre los síntomas 

necesarios para el diagnóstico se incluyen la sensación de inquietud, la fatiga fácil, la dificultad 

para concentrarse o la mente en blanco, la irritabilidad, la tensión muscular y los trastornos del 

sueño. Este tipo de ansiedad presenta una alta tasa de comorbilidad con el trastorno de depresión 

mayor (TDM) que oscila entre el 40% y el 98% en los estudios de tratamiento. De hecho, la 

comorbilidad TAG/TDM puede darse con más frecuencia que el TDM o el TAG por sí solos (Kalin, 

2020). 

Entre los factores que aumentan el riesgo a desarrollar un trastorno de ansiedad se 

encuentran: trauma, estrés, depresión, consumo de drogas y alcohol, antecedentes familiares de 

ansiedad y afecciones de salud física. De interés para el presente proyecto, los trastornos de 

ansiedad pueden tener sus orígenes en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. En este 

sentido, la exposición a estímulos o factores ambientales adversos durante periodos críticos del 

desarrollo (programación fetal), tales como infecciones, estrés, sobrenutrición, entre otros, 

aumentan el riesgo de desarrollar trastornos psiquiátricos, incluidos los trastornos de ansiedad en 

la etapa adulta (Faa et al., 2016).  

Las bases neurobiológicas de los trastornos de ansiedad no se conocen completamente. Se 
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tiene evidencia de que la interacción entre factores psicológicos, ambientales y biológicos 

contribuye al desarrollo de ansiedad. Entre los factores biológicos se han descrito anomalías 

neuroanatómicas, factores neuroquímicos, y anomalías neuroendocrinas del eje hipotálamo-

pituitaria-adrenal (Grogans et al., 2023). Recientemente, los esfingolípidos han sido propuestos 

como uno de los metabolitos que participan en la patología de los trastornos del estado de ánimo 

(Brodowicz et al., 2018; Schneider et al., 2017). Evidencia experimental ha confirmado que 

cambios en la homeostasis de los lípidos en el cerebro, incluyendo a los fosfolípidos, lípidos 

endocannabinoides y esfingolípidos es capaz de modular las funciones mentales (Schneider et al., 

2017). En este contexto, datos experimentales de nuestro laboratorio empleando modelos murinos 

han confirmado que la exposición a nutrientes con alto valor energético durante la programación 

fetal induce aumento en las concentraciones plasmáticas de ceramidas de cadena larga, y la 

presencia de una conducta similar a la ansiedad en la descendencia. Estas evidencias proponen el 

papel potencial de las ceramidas en el desarrollo de ansiedad en modelos murinos.  

 

 

2.2 Ceramidas 

Las ceramidas son una familia de lípidos bioactivos compuestas por una base de cadena 

larga esfingoide unida a una cadena de acilo a través de un enlace amida (Figura 1), se diferencian 

entre sí por la longitud, la hidroxilación y la saturación tanto de la base esfingoide como de los 

ácidos grasos que la componen. Las bases esfingoides son de tres tipos químicos generales: 

esfingosina, dihidroesfingosina y fitoesfingosina. Con base en la naturaleza del esqueleto de la base 

esfingoide, se distinguen tres subgrupos principales en la familia de las ceramidas: el compuesto 

llamado ceramida contiene esfingosina, que tiene un doble enlace trans en la posición C4-5 en el 

esqueleto de la base esfingoide y la dihidroceramida, el precursor inactivo de la ceramida contiene 
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esfinganina, que presenta un esqueleto esfingoide saturado desprovisto del doble enlace 4,5-trans. 

Los ácidos grasos de las ceramidas varían ampliamente en composición, pero típicamente son 

largos. Las longitudes de sus cadenas de acilo varían de 14 a 26 átomos de carbono, aunque los 

ácidos grasos más comunes son los ácidos grasos no hidroxilados que incluyen al palmítico y 

esteárico (Yoshio Hirabayashi et al., 2006). 

 

Figura 1. Estructura de las ceramidas. Las ceramidas se componen de un ácido graso unido (azul) mediante un 

enlace amida a una esfingosina (morado), un alcohol insaturado de 18 carbonos.  

 

 

Las ceramidas se pueden producir en las células a partir de tres vías esenciales; la vía de 

novo, la vía de rescate y la vía de la esfingomielina (Figura 2).  El metabolismo de las ceramidas 

es altamente complejo y está sujeto a una regulación estricta mediada por enzimas clave como la 

ceramida sintasa (CerS), las ceramidasas (CDase) y las esfingomielinasas (SMase), las cuales 

presentan interacciones específicas con orgánulos celulares incluyendo mitocondrias, membrana 

plasmática, lisosomas, aparato de Golgi y retículo endoplásmico. La síntesis de novo de 

esfingolípidos comienza con la condensación de L-serina y un ácido graso activado como 

palmitoil-CoA, miristoil-CoA o estearoil-CoA en el retículo endoplásmico, catalizada por la 

enzima serina palmitoiltransferasa (SPT), lo que genera 3-cetoesfinganina, la cual es 

posteriormente reducida a dihidroesfingosina por la 3-cetoesfinganina reductasa dependiente de 

NADH (KDSR). Las ceramida sintasas catalizan la acilación de la dihidroesfingosina para formar 
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dihidroceramida, existiendo seis isoformas con especificidad selectiva según la longitud de la 

cadena de acilo: CerS1 utiliza C18, CerS2 actúa sobre cadenas muy largas como C22–C24, CerS3 

sobre C26, CerS4 sobre C18–C20 y CerS5 y CerS6 sobre C14–C16 La distribución tisular de 

estas isoformas también es específica: CerS1 se expresa principalmente en el cerebro, CerS2 en 

hígado y riñón, CerS3 en testis y piel, CerS4 en piel, corazón, hígado y leucocitos, CerS5 en 

epitelio pulmonar y cerebro, y CerS6 en intestino. Finalmente, la ceramida se genera a partir de 

la dihidroceramida mediante la acción de la dihidroceramida desaturasa (DDase) (Bernal-Vega 

et al., 2023). 

Adicionalmente, las ceramidas pueden formarse a través de la vía de rescate, en la cual se 

generan a partir de la degradación parcial de glicolípidos de membrana por la glucosilceramidasa 

(GCase), o mediante la vía de la esfingomielina, donde los esfingolípidos se hidrolizan en 

lisosomas por acción de las esfingomielinasas. Posteriormente, la ceramida es transportada al 

complejo de Golgi mediante mecanismos vesiculares y no vesiculares dependientes de ATP, 

permitiendo la síntesis de esfingolípidos complejos. La ceramida puede seguir cuatro rutas 

catabólicas principales: (1) fosforilación por la ceramida quinasa (CERK) para formar ceramida-

1-fosfato (C1P), (2) incorporación a esfingomielina por la esfingomielina sintasa (SMS), (3) 

incorporación a glucosilceramida mediante la glucosilceramida sintasa (GCS) para generar 

cerebrósidos, gangliósidos, sulfatidos y globósidos, o (4) desacilación por ceramidasas para 

producir esfingosina, que posteriormente puede ser fosforilada por esfingosina quinasa (SK) para 

generar esfingosina-1-fosfato (S1P), degradada por la esfingosina-1-fosfato fosfatasa (SPP) o la 

S1P liasa (Bernal-Vega et al., 2023). 

Debido a estas características y complejas interacciones, se ha demostrado que las 

ceramidas poseen una amplia variedad de funciones celulares, incluyendo la regulación del 

crecimiento, diferenciación, muerte y senescencia celular, así como la autofagia y la modulación 
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de procesos inflamatorios (Futerman, 2016). 

 

Figura 2. Rutas para la síntesis de ceramida. El diagrama esquematiza la  síntesis de la ceramida a través de la vía 

de novo, de rescate y de la esfingomielina .  

 

 

En el sistema nervioso central, la versatilidad metabólica de las ceramidas adquiere una 

relevancia particular ya que las ceramidas como sus metabolitos derivados participan en la 

regulación de la homeostasis celular, la plasticidad sináptica, la supervivencia neuronal y la 

respuesta neuroinflamatoria (Jamjoum et al., 2024), por lo que alteraciones en su metabolismo se 

han asociado con la disfunción de procesos neurobiológicos clave, lo que sugiere un papel relevante 

en la fisiopatología de trastornos neurológicos y psiquiátricos (Tringali & Giussani, 2022). Estas 
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evidencias han impulsado un creciente interés en el estudio de los esfingolípidos bioactivos dentro 

del contexto del sistema nervioso central. 

 

2.3 Funciones biológicas de las ceramidas en el sistema nervioso central. 

A lo largo de las últimas tres décadas, múltiples estudios han contribuido a esclarecer las 

funciones biológicas de los principales esfingolípidos bioactivos. Estas investigaciones han sido 

fundamentales para caracterizar su papel en la señalización intracelular y en la regulación de 

diversas respuestas fisiológicas. Entre ellos, la ceramida, la esfingosina y la esfingosina-1-fosfato 

(S1P) han sido ampliamente estudiadas, permitiendo elucidar sus rutas metabólicas, mecanismos 

de regulación y funciones en distintos procesos celulares (Ventura et al., 2019). 

En particular, las ceramidas actúan como segundos mensajeros en diversas cascadas de 

señalización, modulando la actividad de proteínas clave como la proteína quinasa Cζ, la 

fosfolipasa A2, la catepsina D, las quinasas Jun-N-terminales, c-Raf-1, proteínas G como Ras y 

Rac, y quinasas tipo Src. Estas interacciones influyen en procesos esenciales como la apoptosis, 

la diferenciación celular, la senescencia y la respuesta inflamatoria (Bernal-Vega et al., 2023). 

Además, se ha observado que las ceramidas participan en la plasticidad sináptica al 

regular la localización y el tráfico de receptores en sitios postsinápticos. Componentes como la 

esfingomielina, la ceramida, el colesterol y el gangliósido GM1 conforman balsas lipídicas, 

microdominios especializados de la membrana que desempeñan un papel crucial en la 

señalización. Estas estructuras permiten la compartimentalización de proteínas de membrana en 

unidades activas de señalización y facilitan la integración de distintas rutas de transducción 

(Bernal-Vega et al., 2023). 

Adicionalmente, se ha reportado que los cambios en las especies de esfingolípidos 

presentes en la membrana plasmática pueden coordinar el equilibrio de la señalización de 
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neurotransmisores, modulando tanto su captación como su liberación. Un ejemplo destacado es 

la generación de ceramida mediante la activación de la esfingomielinasa neutra-2 (nSMase2), 

inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Este mecanismo favorece la fusión de 

vesículas con la membrana plasmática, lo que facilita la inserción de receptores NMDA y 

potencia las corrientes postsinápticas excitatorias (Wheeler et al., 2009). 

Por otro lado, niveles elevados de ceramidas han sido asociados con procesos patológicos 

en el SNC. Se ha demostrado que pueden inducir apoptosis neuronal mediante la despolarización 

mitocondrial, la liberación de citocromo c y la activación de caspasas, contribuyendo así a la 

neurodegeneración. Asimismo, las ceramidas pueden modular la respuesta inflamatoria glial al 

promover la liberación de citocinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1β e IL-6, exacerbando 

cuadros de neuroinflamación (Leal et al., 2022). 

En conjunto, estas evidencias subrayan que las ceramidas no solo desempeñan funciones 

estructurales en el SNC, sino que también actúan como mediadores bioactivos con implicaciones 

críticas en la homeostasis neuronal y en la fisiopatología de enfermedades neurológicas. Su papel 

en la señalización celular, la plasticidad sináptica, la neurogénesis y la respuesta inflamatoria las 

posiciona como elementos clave en la salud y enfermedad cerebral. 

 

 

2.4 Alteraciones en el metabolismo de esfingolípidos en diversas patologías humanas 

Los esfingolípidos fueron identificados hace más de un siglo y, durante gran parte de ese 

tiempo, se consideraron únicamente componentes estructurales de las membranas biológicas. En 

la actualidad, se reconoce que muchas de estas moléculas poseen una alta actividad biológica, 

participando en la transducción de señales y en la regulación de múltiples procesos celulares. La 

ceramida, molécula central en la estructura y el metabolismo de los esfingolípidos, es el miembro 
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más estudiado de esta familia y actúa como precursor de otros lípidos bioactivos, como la ceramida-

1-fosfato, la esfingosina y la esfingosina-1-fosfato (Quinville et al., 2021). La investigación en las 

últimas dos décadas ha demostrado que los esfingolípidos modulan procesos como la proliferación, 

diferenciación y apoptosis celular, así como la respuesta inmune y al estrés. La ceramida también 

se ha propuesto como mediador potencial en la resistencia a la insulina en músculo y en fenómenos 

de lipotoxicidad. Más recientemente, se ha destacado su participación en la patogénesis del cáncer, 

disfunción cardíaca, lesión por isquemia/reperfusión, diabetes tipo 2, obesidad, aterosclerosis e 

incluso enfermedades psiquiátricas (Green et al., 2021). 

En el SNC, los esfingolípidos no solo cumplen funciones estructurales, sino que participan 

activamente en la señalización celular y en la regulación de la respuesta neuroinmune. Su capacidad 

para modular vías inflamatorias, influir en la viabilidad neuronal y alterar la comunicación 

sináptica ha despertado un creciente interés en su posible contribución a la fisiopatología de 

enfermedades neurológicas y psiquiátricas. Alteraciones en el metabolismo de esfingolípidos, en 

particular de la ceramida, se han asociado con procesos de neuroinflamación y disfunción sináptica, 

fenómenos que se consideran ejes centrales en diversos trastornos del estado de ánimo, incluyendo 

la depresión y ansiedad. Estos hallazgos han impulsado la hipótesis de que un desequilibrio en el 

perfil de esfingolípidos podría favorecer mecanismos patológicos subyacentes a trastornos del 

estado de ánimo (Mühle et al., 2013; Narayan, 2011). 

 

2.5 Contribución de las ceramidas en los trastornos de ansiedad 

Durante las últimas décadas, el estudio de factores neurobiológicos asociados a la 

patofisiología de los trastornos de ansiedad ha documentado la participación de trastornos 

metabólicos. Algunos estudios clínicos han subrayado la importancia de la vía de las ceramidas en 

la patogénesis de esta enfermedad, por ejemplo, los análisis de plasma de pacientes con síntomas 
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depresivos/ansiosos muestran un aumento del nivel de ceramidas C20:0 y C22:0, además de un 

aumento en la actividad de la esfingomielinasa en comparación con controles sanos (Demirkan et 

al., 2013), independiente del uso de medicamentos antidepresivos/ansiolíticos. En pacientes con 

enfermedad de la arteria coronaria en los cuales la ansiedad es una comorbilidad prevalente, se ha 

descrito una correlación negativa entre la concentración en plasma de ceramida C18:0, C18:1, 

C20:0 y C22:0 y el puntaje en el Inventario de Ansiedad Estado-Rasgo (STAI, del inglés State-

Trait Anxiety Inventory) (Rovinski, 2013), sugiriendo que a mayor concentración de ceramida en 

plasma mayor rasgo de ansiedad.  

Evidencia en estudios preclínicos empleando modelos murinos ha confirmado el efecto de 

las ceramidas en la regulación de conducta semejante a ansiedad. Por ejemplo, la deficiencia de la 

ceramida sintasa 1 (CerS1) en el cerebro decrece la concentración de C16:0, C20:0, C22:0 y C24:0 

cerebral, y atenúa la conducta similar a la ansiedad (Ginkel et al., 2012). En este contexto, la 

inhibición de la esfingomielinasa acida (ASM) en el hipocampo de ratones reduce la concentración 

de ceramidas y revierte el comportamiento de tipo depresivo y ansioso (Mühle et al., 2013). De 

interés, aumento de la actividad de ASM, esfingomielinasa neutra (NSM), ceramidasa ácida (AC) 

y neutra (NC) se ha identificado en múltiples regiones cerebrales asociadas a comportamientos 

depresivos/ansiosos tales como el hipotálamo, el hipocampo ventral, mesencéfalo ventral y dorsal 

(Zoicas, Schumacher, et al., 2020). Además, se ha observado una fuerte correlación entre el 

comportamiento similar a la ansiedad y la actividad de ASM en la amígdala, el hipocampo ventral 

y el mesencéfalo dorsal en ratas hembra criadas selectivamente para un mostrar un comportamiento 

similar a la ansiedad alto (Zoicas, Schumacher, et al., 2020). De manera notoria, la infusión de la 

C16:0 en la amígdala basolateral es capaz de inducir un fenotipo de tipo ansiogénico en ratones 

(Zoicas, Huber, et al., 2020). Se han reportado niveles plasmáticos aumentados de ceramidas 

C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1 en modelos murinos de conducta similar a la ansiedad 



13  

inducida por estrés y la neutralización con anticuerpos contra ceramidas anula el fenotipo de 

ansiedad. Además, los autores inyectaron plasma cargado de ceramidas en ratones sanos a una 

concentración cinco veces mayor que la encontrada en los ratones estresados y observaron que el 

plasma rico en ceramidas inducía un comportamiento similar a la ansiedad dentro de las primeras 

24 horas (Schumacher, Edwards, et al., 2022). Estos estudios sugieren la contribución del 

metabolismo de esfingolípidos en la regulación del comportamiento de ansiedad, sin embargo, los 

mecanismos celulares y moleculares a través de los cuales los lípidos contribuyen a la 

fisiopatología de la ansiedad siguen sin esclarecerse por completo.  

Diversos estudios han analizado el efecto de las ceramidas en la regulación de vías de 

señalización proinflamatorias (Albeituni & Stiban, 2019). La neuroinflamación es uno de los 

mecanismos neurobiológicos implicados en el desarrollo de trastornos del estado de ánimo en 

modelos animales (Welcome, 2020), por lo que la desregulación en el metabolismo de las 

ceramidas podría contribuir a la generación de neuroinflamación cerebral y al desarrollo de los 

trastornos de ansiedad. A continuación, abordaremos el papel de la neuroinflamación en el 

desarrollo de ansiedad y su asociación con los niveles de ceramidas. 

 

 

2.6 Activación inmunológica y neuroinflamación en la fisiopatología de trastornos 

psiquiátricos 

La neuroinflamación ha emergido como un factor central en la fisiopatología de múltiples 

trastornos psiquiátricos. Durante las últimas dos décadas, se ha incrementado el interés por 

comprender el papel de la activación inmunológica en los trastornos psiquiátricos, lo cual ha 

impulsado una nueva era en el estudio e intervención psiquiátrica. Se han identificado alteraciones 

inmunológicas en trastornos como depresión mayor, trastornos de ansiedad, trastorno bipolar, 
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esquizofrenia y el trastorno obsesivo-compulsivo. Tanto los estudios clínicos como los 

experimentales sugieren que procesos inflamatorios en el cerebro podrían explicar parte de estas 

alteraciones y contribuir a la sintomatología psiquiátrica (Hole et al., 2025). Se ha documentado 

que la modulación inmune periférica puede inducir alteraciones conductuales y síntomas 

psiquiátricos en modelos animales y en humanos. Por ejemplo, en roedores sanos, la administración 

de citocinas proinflamatorias como IL-1β y TNF-α promueve una conducta similar a la depresión 

caracterizada por apatía y retraimiento social (Hennessy et al., 2017). En estudios clínicos, la 

aplicación de dosis bajas de endotoxina en sujetos sanos produce una desactivación del cuerpo 

estriado ventral, región implicada en el procesamiento de la recompensa, lo que se asocia con la 

aparición de anhedonia. De manera semejante, cerca del 45% de los pacientes tratados con 

interferón alfa (IFN-α) desarrollan síntomas depresivos, los cuales se correlacionan con 

incrementos en las concentraciones séricas de IL-6 (Hepgul et al., 2018). Diversas condiciones 

médicas caracterizadas por inflamación crónica como diabetes, artritis reumatoide y esclerosis 

múltiple se han identificado como factores de riesgo para el desarrollo de depresión y ansiedad, lo 

cual sugiere la existencia de un proceso inflamatorio sistémico que impacta al cerebro (Bickett & 

Tapp, 2016; Hanna & Strober, 2020). 

En este contexto, la microglía, considerada el principal tipo celular inmunitario del SNC, 

ha emergido como un elemento clave en la investigación actual, representando aproximadamente 

el 10 % de las células cerebrales y distribuyéndose tanto en sustancia gris como blanca, así como 

en la médula espinal (Ajami et al., 2007). Su origen se remonta a células progenitoras 

mesodérmico-mesenquimales del saco vitelino, que migran tempranamente al SNC y permanecen 

como la población de macrófagos residentes (Prinz et al., 2021). En condiciones fisiológicas, 

estas células exhiben un fenotipo ramificado, con soma reducido y prolongaciones extensas, y 

expresan marcadores como P2RY12, característicos del estado vigilante, mientras mantienen 
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niveles bajos de proteínas asociadas a fagocitosis como CD68. Al percibir señales de daño o 

inflamación, la microglía entra en un estado activado con transformaciones morfológicas, 

funcionales y transcripcionales, adoptando una forma ameboide y aumentado la expresión de 

marcadores como CD86, MHC II, iNOS o CD40, asociados al fenotipo proinflamatorio (M1). 

Simultáneamente, se genera producción de quimiocinas, citocinas proinflamatorias, especies 

reactivas de oxígeno y óxido nítrico (Biswas, 2023; Salter & Stevens, 2017). Además, en algunos 

escenarios, la microglía puede adquirir estados activados con características antiinflamatorias 

tipo M2, que expresan marcadores como CD206, Arginasa-1 (Arg1), FIZZ1, y secreción de 

citocinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-β), contribuyendo a la resolución, remodelación tisular 

y reparación (Boche et al., 2013; Varin & Gordon, 2009). Cabe destacar que la polarización 

microglial no es dicotómica, sino que existe un continuo dinámico, donde fenómenos 

transicionales coexpresan marcadores tanto M1 como M2 simultáneamente (Masuda et al., 2020). 

Los hallazgos tanto clínicos como experimentales refuerzan la hipótesis de que la 

neuroinflamación constituye un mecanismo central en la fisiopatología de los trastornos 

psiquiátricos. En particular, se ha descrito activación microglial y respuestas inmunológicas 

alteradas en circuitos cerebrales relacionados con la regulación emocional, incluyendo la amígdala, 

el hipocampo y la corteza prefrontal (PFC), regiones cuya disfunción se asocia de manera 

consistente con la ansiedad y la depresión. Estudios de neuroimagen y análisis de biomarcadores 

han mostrado que esta activación inflamatoria cerebral se correlaciona con síntomas afectivos y 

ansiosos, lo que subraya la relevancia clínica de estos procesos neuroinmunológicos (Lu et al., 

2022; J. Wang et al., 2023). En este marco, los lípidos bioactivos, y en particular las ceramidas, 

han cobrado interés como moduladores de la respuesta neuroinflamatoria. Su participación en la 

regulación de la microglía sugiere que podrían constituir un punto de convergencia entre la 

alteración del metabolismo lipídico y la desregulación inmunológica cerebral observada en los 
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trastornos de ansiedad.  

 

 

2.7 Ceramidas como potenciales moduladores de la neuroinflamación 

Los lípidos constituyen aproximadamente el 50% del peso seco del cerebro, convirtiéndolo 

en el órgano con el segundo mayor contenido de lípidos después del tejido adiposo (Futerman, 

2016). Se sabe que las alteraciones en los componentes lipídicos de la membrana neural pueden 

influir en procesos apoptóticos, respuesta a estrés, metabolismo y regulación de la inflamación 

(Honn & Zeldin, 2019). En el cerebro la microglía es la célula inmunitaria especializada que 

orquesta la respuesta inmunológica mediante la liberación de mediadores proinflamatorios (Salter 

& Stevens, 2017). En este contexto, se ha reportado que las ceramidas de cadena larga como C16:0, 

C18:0, C20:0, C24:0 y C24:1 inducen la activación de NF-Kβ (Lee et al., 2020; Mondal et al., 

2021), aumentan la expresión de Iba-1 (Nakamura et al., 2021; Torres-Odio et al., 2017). 

Contrariamente, las ceramidas de cadena corta como C2:0, C6:0 y C8:0 aumentan la expresión de 

BDNF en microglía, lo cual se asocia con la polarización M2 y reducen la expresión de TNF-α, 

IL-6 y la producción de iNOS (Jung et al., 2013; Li et al., 2024). La ceramida C20:0 induce la 

expresión de TGFβ e IL-10, indicativos de un perfil antiinflamatorio en microglía (Chmielarz et 

al., 2024).  

Diversos estudios han documentado que la eliminación del gen que codifica la ceramida 

sintasa 6 (CerS6) en ratones reduce los niveles de ceramida C16:0 en el cerebelo y el prosencéfalo, 

lo cual se asocia con un aumento en el número de células de microglía (Ebel et al., 2013). Por otro 

lado, la administración directa de ceramida C20:0 en el hipocampo ventral desencadena una 

respuesta microglial (Fonseca‐Ferrer et al., 2022). Asimismo, la deficiencia de enzimas catabólicas 

clave de las ceramidas, como la ceramidasa ácida o la reducción de la actividad de la 
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esfingomielinasa neutra, conduce a una acumulación de ceramida, hidroxiceramida, 

dihidroceramida y GM3 en el cerebro. Este desequilibrio lipídico se asocia con la activación de 

microglía e infiltración de macrófagos en el SNC, (Kalinichenko et al., 2022; Sikora et al., 2017). 

Además, otras especies de ceramidas, como la galactosilceramida, también se han 

vinculado con procesos inflamatorios en el sistema nervioso central (O’Sullivan & Dev, 2015). En 

contraste, la sobreexpresión del receptor 3 de esfingosina-1-fosfato (S1P3) en la corteza prefrontal 

medial (mPFC) tiene un efecto protector al inhibir la expresión de TNF-α (Corbett et al., 2019). 

De acuerdo con estos hallazgos, la ceramida desempeña un papel significativo en la 

inflamación microglial y su función podría depender de la longitud de las cadenas acilo. 

 

 

2.8 Ceramidas y homeostasis mitocondrial 

Las mitocondrias son orgánulos celulares delimitados por una doble membrana que se 

encuentran en abundancia en el citosol de las células eucariotas. Se encargan de generar la energía 

del organismo en forma de ATP, producida principalmente mediante fosforilación oxidativa en la 

membrana mitocondrial interna. Además, desempeñan múltiples funciones en el metabolismo 

celular, tales como la biosíntesis de macromoléculas, el catabolismo de nutrientes y la homeostasis 

redox, entre otros procesos (Filiou & Sandi, 2019a). También facilitan la adaptación celular a 

diversos estímulos, como el estrés, gracias a su capacidad para establecer dinámicas de fusión y 

fisión, migrar a diferentes localizaciones dentro de la célula e interactuar con otros orgánulos, como 

el retículo endoplásmico (Picard & McEwen, 2018). 

Recientemente se ha propuesto una etiología mitocondrial para los trastornos 

neuropsiquiátricos, considerando el papel esencial de las mitocondrias en el sistema nervioso. El 

cerebro presenta un elevado consumo energético, utiliza aproximadamente el 20 % del oxígeno y 
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el 25 % de la glucosa del organismo. Por lo que las alteraciones en la función mitocondrial podrían 

tener un impacto significativo en las funciones cerebrales, incrementando la vulnerabilidad a 

trastornos del sistema nervioso central. Además, las mitocondrias participan en la producción y el 

metabolismo de glucocorticoides, desempeñan un papel fundamental en el metabolismo de 

catecolaminas, además de ser moduladas funcionalmente por estas hormonas y otros mediadores 

de la respuesta al estrés (Filiou & Sandi, 2019a). Por consiguiente, la función mitocondrial está 

asociada con los mecanismos de adaptación y regulación al estrés. 

De interés para este proyecto, en modelos murinos que exhiben una conducta similar a la 

ansiedad se han reportado niveles elevados de ácido láctico y disfunción mitocondrial (L. Liu et 

al., 2018), disminución de ácido succínico en la corteza prefrontal (Y. Y. Liu et al., 2017), 

reducción en los niveles de respiración mitocondrial en núcleo accumbens (Hollis et al., 2015) y 

un aumento en la producción de ROS, asociado con la activación de la microglía (Lehmann et al., 

2019). In vitro, la acumulación intracelular de ceramidas C18:0 y C24:0 reduce la capacidad 

respiratoria, incrementa la autofagia y provoca disfunción mitocondrial en contextos de 

lipotoxicidad (Bekhite et al., 2021; Kretzschmar et al., 2021). También, la combinación de 

ceramida C6:0 y tamoxifeno disminuye el potencial de membrana mitocondrial y la respiración en 

el complejo I, desencadenando la liberación de ROS y proteínas proapoptóticas en células de 

leucemia mieloide aguda (Morad et al., 2016). Los análogos de ceramidas C2:0 y C6:0 inducen la 

liberación de citocromo c en mitocondrias aisladas, lo que produce una reducción en el consumo 

de oxígeno mitocondrial y el potencial de membrana (ΔΨ), causando disfunción mitocondrial y 

producción de ROS (Ghafourifar et al., 1999). 

Además de estas alteraciones funcionales, estudios recientes han demostrado que la 

dinámica mitocondrial, en particular los procesos de fusión y fisión permite la coexistencia de rutas 

metabólicas potencialmente incompatibles dentro de la célula. Por ejemplo, cuando aumenta la 
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dependencia celular de la fosforilación oxidativa, la enzima pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS), 

encargada de la síntesis reductiva de prolina y ornitina, se segrega en un subgrupo de mitocondrias 

carentes de crestas mitocondriales y de ATP sintasa. Esta compartimentalización metabólica 

depende tanto de la capacidad intrínseca de P5CS para formar filamentos como de los ciclos de 

fusión y fisión mitocondrial. La interrupción de estas dinámicas impide la separación funcional 

entre las mitocondrias especializadas en síntesis reductiva y aquellas encargadas de la producción 

de ATP, lo que obliga a las células a priorizar una vía metabólica sobre otra dependiendo del 

contexto (Ryu et al., 2024). Este hallazgo evidencia que la segmentación funcional de las 

mitocondrias es un mecanismo esencial para mantener el equilibrio entre las demandas 

bioenergéticas y biosintéticas celulares, y su alteración podría contribuir a la disfunción 

mitocondrial. 

Diversos estudios han demostrado que la integridad y función mitocondrial están 

profundamente interconectadas con la inmunidad innata (Filiou & Sandi, 2019b). Las 

mitocondrias, como orgánulos intracelulares, son cruciales para múltiples funciones celulares, 

incluyendo el metabolismo energético, la regulación de la señalización mediada por especies 

reactivas de oxígeno (ROS), la homeostasis del Ca²⁺ y la apoptosis (Culmsee et al., 2019). Además, 

ciertos componentes mitocondriales, como el trifosfato de adenosina (ATP), los péptidos N-

formilados y el ADN mitocondrial (mtDNA), actúan como patrones moleculares asociados al daño 

(DAMPs). Estos son reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), lo que 

desencadena una respuesta inflamatoria (Garcia-Segura et al., 2024). Por lo que las ceramidas 

podrían coordinar la respuesta inflamatoria observada en los trastornos de ansiedad. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Los factores neurobiológicos implicados en el desarrollo de los trastornos de ansiedad no se 

conocen completamente. La desregulación en el metabolismo de esfingolípidos ha sido sugerida 

como uno de los mecanismos que contribuye a la sintomatología de estos trastornos, en específico 

se ha reportado una mayor concentración de ceramidas en el plasma de pacientes con trastornos de 

ansiedad. Aunque se desconoce cómo las ceramidas contribuyen a la sintomatología, se propone 

que las ceramidas podrían inducir disfunción mitocondrial y favorecer la activación de vías 

inflamatorias, contribuyendo a la consolidación del fenotipo de ansiedad.  

 En este proyecto se propone caracterizar el efecto de las ceramidas de cadena larga en la 

inducción de la conducta similar a la ansiedad en un modelo murino, mediante disfunción 

mitocondrial y activación en la microglía.  
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4. HIPÓTESIS 

Las ceramidas de cadena larga inducen conducta similar a la ansiedad a través de la disfunción 

mitocondrial y activación en la microglía. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Identificar la contribución de las ceramidas en la inducción de conducta similar a la 

ansiedad a través de la disfunción mitocondrial y la activación de la microglía. 

5.2. Objetivos específicos 

1. Identificar el efecto de las ceramidas C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1 en el desarrollo 

de conducta similar a la ansiedad en ratones. 

2. Determinar la activación de la microglía inducida por las ceramidas de cadena larga en 

ratones con conducta similar a la ansiedad. 

3. Evaluar el efecto de las ceramidas en la actividad fagocítica de la microglía y la expresión 

de genes inflamatorios in vitro. 

4. Caracterizar el efecto de las ceramidas en la función mitocondrial de células microgliales 

in vitro. 

5. Cuantificar citocinas y ceramidas C16:0, C18:0, C22:0, C24:0, C24:1 en suero de sujetos 

con trastorno de ansiedad. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1. Estrategia experimental 

 

Figura 3. Esquematización de la estrategia experimental. Para la estrategia experimental los ratones fueron 

administrados con ceramidas de cadena larga por vía intravenosa , se sometieron a 4 pruebas conductuales para 

determinar si presentaban un fenotipo similar a la  ansiedad. Posteriormente se realizó el aislamiento de células 

microgliales del cerebro para caracterizar el fenotipo de activación. Para entender con mayor detalle los mecanismos 

celulares implicados, in vitro, la  línea celular de microglía fue estimulada con las ceramidas y se analizó la actividad 

fagocítica, la  expresión de genes proinflamatorios, el potencial de membrana mitocondrial y la producción de ROS. 

Para trasladar estos hallazgos al contexto clínico se analizaron muestras de sujetos con trastorno de ansiedad para 

explorar si las alteraciones inflamatorias y lipídicas estaban presentes a nivel periférico. 

 

 

Los ratones, machos y hembras fueron inyectados por vía intravenosa empleando como 

vehículo solución salina adicionada con BSA al cual se le añadieron las ceramidas C16:0, C18:0, 

C22:0 C24:0 y C24:1, como control, un segundo grupo fue administrado con el vehículo. 24 horas 

después, los animales se sometieron a 4 pruebas conductuales para identificar si presentan un 

fenotipo similar a la ansiedad. Posteriormente los ratones fueron sacrificados y se disectaron la 

corteza, cuerpo estriado e hipocampo para aislar las células microgliales, las cuales fueron 

fenotipificadas por citometría de flujo. Para el enfoque in vitro, la línea celular de microglía fue 

estimulada con las ceramidas antes mencionadas y se determinó su actividad fagocítica por 
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citometría de flujo, la expresión de genes proinflamatorios mediante qPCR y el potencial de 

membrana mitocondrial, así como la presencia de ROS a través de sondas fluorescentes. En 

humanos se trabajó con muestras de plasma de sujetos con ansiedad para cuantificar por un 

inmunoensayo multiplex los niveles de citocinas y mediante espectrometría de masas los niveles 

de ceramidas. 

 

 

6.2 Animales de laboratorio 

Todos los experimentos se realizaron empleando 48 ratones hembra y 38 machos de la cepa 

C57/BL6J de entre 12-14 semanas de edad y un peso de 20–23 g y 27–30 g respectivamente. Estos 

fueron alojados individualmente en jaulas de plexiglás, mantenidas a 20–23 ° C en una habitación 

con temperatura controlada con un ciclo luz / oscuridad de 12 h. El agua y comida (Labdiet5000) 

estuvo disponible ad libitum en la jaula. Los ratones fueron separados por sexo y divididos 

equitativamente en el grupo control y ceramidas (hembras n = 24, machos n = 19 por grupo). 

 

 

6.3 Administración de ceramidas 

Las ceramidas C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1 (Avanti Polar Lipids Inc). se 

disolvieron en dimetilsulfóxido (Sigma, D2650) y se diluyeron en una solución de cloruro de sodio 

al 0.9% con 1% de albúmina bovina sérica libre de ácidos grasos (Equitech-Bio, BAH66) como 

vehículo, a una concentración final de 0.47, 0.6, 0.5, 3.5 y 0.9 nM, respectivamente en un volumen 

final de 100 μL  (Schumacher, Edwards, et al., 2022). Las concentraciones de ceramidas se 

seleccionaron con base en un análisis lipídico previo realizado por nuestro grupo, el cual identificó 

el perfil de ceramidas plasmáticas en la descendencia de madres alimentadas con una dieta alta en 
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grasas (Camacho-Morales et al., 2024). El cóctel de ceramidas se inyectó por vía intravenosa en la 

vena lateral caudal de la cola. El grupo control recibió la solución vehículo. 

 

 

6.4 Pruebas conductuales 

Para identificar si el modelo murino presenta un comportamiento similar a la ansiedad, los 

ratones se sometieron a distintas pruebas conductuales descritas a continuación. 

Las pruebas se realizaron con un día de separación entre cada una de ellas como tiempo de 

recuperación para minimizar los efectos de estrés acumulado. Antes de cada evaluación, todos los 

ratones fueron aclimatados a la sala de pruebas durante una hora, y el mismo experimentador 

realizó los procedimientos para minimizar el estrés. Todas las pruebas se llevaron a cabo bajo 

condiciones controladas de iluminación de 300 lux, y entre los sujetos, los aparatos se limpiaron 

con etanol al 70% para evitar el sesgo por pistas olfativas. La actividad de los ratones fue grabada 

en video utilizando un sistema automático de sensores de movimiento (OMNIALVA, Inc). 

 

 

6.4.1 Laberinto elevado 

La prueba se basa en la aversión natural de los ratones por las áreas abiertas y elevadas, así 

como en su comportamiento exploratorio natural espontáneo en entornos novedosos. El laberinto 

consta de cuatro brazos que miden 30 × 5 cm cada uno y una plataforma central de 5 × 5 cm, 

fabricado con material acrílico negro opaco y un borde blanco en el suelo. Dos de los brazos son 

abiertos, mientras que los otros dos están rodeados por paredes de 15 cm de altura. El laberinto 

estaba elevado a una altura de 50 cm sobre el suelo. Los sujetos fueron colocados en el centro del 

laberinto mirando hacia un brazo cerrado y se les permitió explorar libremente el laberinto durante 
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5 minutos. Se cuantificó el número de entradas a los brazos cerrados y abiertos, así como el tiempo 

pasado en cada tipo de brazo. (Walf & Frye, 2007). 

 

 

6.4.2 Campo abierto 

Esta prueba evalúa la respuesta innata del roedor a los espacios abiertos además de su 

impulso exploratorio y se basa en la tendencia de los roedores a evitar las áreas expuestas. Los 

animales fueron colocados en la esquina de una arena de campo abierto de plexiglás transparente 

de 50x50 cm y se les permitió explorar libremente durante 10 min. Posteriormente se determinó la 

distancia total recorrida, porcentaje de inactividad y el tiempo que pasa en las orillas de la arena 

empleando el software ToxTrack. 

 

 

6.4.3 Prueba de caja de luz y oscuridad 

Esta prueba evalúa la reacción del animal al contexto aversivo y propenso a la ansiedad de 

estar en un área brillantemente iluminada. Para la prueba se utilizó una caja de acrílico blanco de 

50 × 50 cm. La caja estaba dividida por una partición de acrílico, con un tercio del área total 

cubierto por la parte superior y los dos tercios restantes abiertos e iluminados. Una pequeña puerta 

(5 × 7 cm) permitía a los ratones moverse entre los compartimentos. Los ratones fueron colocados 

en el compartimento oscuro y se les permitió explorar libremente durante 5 minutos. Se midió el 

tiempo de latencia para entrar al compartimento iluminado y el tiempo pasado en cada uno de los 

compartimentos. (Ennaceur & Chazot, 2016). 
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6.4.4 Prueba de alimentación novedosa suprimida 

Esta prueba evalúa la latencia para consumir comida en un entorno novedoso, que suele ser 

un campo abierto. El entorno novedoso induce ansiedad, lo que resulta en un retraso en la ingesta 

de alimentos. Los ratones fueron sometidos a un período de ayuno de 18 h. Posteriormente, cada 

ratón fue colocado en una esquina del campo abierto. En el centro de la arena, se colocó un pellet  

de comida. Se registró el tiempo que tardó el ratón en comenzar a comer después del período de 

ayuno. Los ratones que alcanzaron con éxito el pellet fueron regresados a su jaula y se les 

proporciona comida previamente pesada. Se cuantificó la latencia para comer en la jaula y la 

cantidad de comida ingerida después de 20 minutos. (Ramaker & Dulawa, 2017). 

 

 

6.4.5 Cálculo del Z-score de emocionalidad 

Los Z-scores son herramientas matemáticas adimensionales que permiten la normalización 

de los resultados dentro de los estudios y la posterior comparación de datos relacionados entre 

diferentes estudios. Los Z-scores son puntuaciones estandarizadas que indican cuántas 

desviaciones estándar se encuentra una observación por encima o por debajo de la media de un 

grupo control. En el presente trabajo, dado que investigamos los efectos de la administración de 

ceramidas, contemplando también la diferencia entre sexo el grupo de machos control se utilizó 

para la normalización empleando la siguiente fórmula: 

 

𝑧 =
𝑋 − 𝜇

𝜎
 

 

Donde X representa el valor individual para cada parámetro observado. μ y σ representan 
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el promedio y la desviación estándar para el grupo control. 

Los valores del Z-score se calcularon para los parámetros de prueba que miden la 

emocionalidad. La direccionalidad de las puntuaciones se ajustó de manera que los valores de 

puntuación aumentados reflejaran una mayor dimensionalidad (emocionalidad). Se utilizaron 

medidas estándar de comportamientos similares a la ansiedad de acuerdo con lo reportado por 

Guilloux y colaboradores (2011). Para la prueba EPM se empleó la proporción de tiempo pasado 

en cada brazo y la proporción de entradas en los brazos abiertos. En la prueba OF se utilizó el 

porcentaje de tiempo en las orillas, porcentaje de exploración y tiempo de inmovilidad . Para la 

prueba LDB se seleccionó la latencia para entrar en el compartimento iluminado, así como el 

tiempo pasado en el compartimento iluminado. En la prueba NSF, se utilizó la latencia para 

alimentarse en el campo abierto. Los puntajes individuales de emocionalidad se calcularon 

promediando los valores de Z-score a través de las pruebas. Un Z-score de emocionalidad se 

calculó para cada animal basado en 4 pruebas diferentes: 

 

𝐸𝑚𝑜𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑧𝐸𝑃𝑀 + 𝑧𝑂𝐹 + 𝑧𝐿𝐷𝐵 + 𝑧𝑁𝑆𝐹

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑢𝑒𝑏𝑎𝑠
 

 

 

6.5 Aislamiento de células microgliales 

6.5.1 Sacrificio y disección 

Para analizar el fenotipo de la microglía, las células fueron aisladas del hipocampo, corteza 

y cuerpo estriado del cerebro de los ratones. Los ratones se sacrificaron empleando sobredosis de 

pentobarbital sódico, se retiró la cabeza del ratón y la parte superior del cráneo, se realizó un corte 

en el centro del cráneo por debajo del gancho post-timpánico izquierdo; y un último corte entre los 
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ojos. Se removió el hueso frontal y parietal y finalmente se obtuvo el cerebro. Posteriormente se 

removió el bulbo olfatorio y se obtuvo el cuerpo estriado, la corteza e hipocampo. El tejido se 

homogenizó de forma mecánica con un bisturí en HBSS 1x (Sigma, Cat. H6136), se transfirió a un 

tubo cónico de 15 mL posteriormente se centrifugó a 1000 × g durante 10 minutos. 

 

 

6.5.2 Disociación enzimática 

Después de la centrifugación se procedió a decantar el sobrenadante y el pellet se 

resuspendió en 3 mL de HBSS 1x con colagenasa D (Roche, 11088866001) y dispasa II (Sigma, 

D4693) a una concentración de 2 mg/mL, este se incubó durante 20 minutos a 37 °C en agitación 

. Después de la incubación enzimática se disgregó el tejido con una pipeta de 1 mL y se añadió 

suero fetal bovino (Sigma, 16000044) al 10 % (v/v), la muestra se centrifugó a 1000 × g  durante 

10 min y se descartó el sobrenadante. 

 

 

6.5.3 Gradientes de Percoll™ para aislamiento de microglía 

Para el aislamiento de microglía se empleó un gradiente de Percoll™ isotónico al 30% y 70%. La 

solución isotónica se preparó mezclando Percoll™ (Sigma, Cat. P1644) con buffer HBSS 10x en 

una proporción 1:10 (HBSS:Percoll). A partir de esta mezcla, se obtuvieron las soluciones al 70% 

y 30% diluyendo con buffer HBSS 1x. 

 

 

6.5.4 Obtención de células microgliales por gradiente de densidad  

El pellet celular se resuspendió en 6 mL de Percoll 70%, y se agregaron 6 mL de Percoll al 
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30% para formar la capa superior, evitando mezclar las fases y finalmente se añadió 1 mL de HBSS 

1x a la fase superior. El gradiente se centrifugó a 1200 × g  por 45 minutos sin freno ni aceleración. 

Se colectaron 2 mL de la interfase 70 - 30% y se colocaron en un tubo de 15 mL, se aforó a 15 mL 

con medio HBSS 1x y se centrifugó la suspensión celular a 1000 × g durante 10 min. Se descartó 

el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 100 µL de PBS 1x. 

 

 

6.5.5 Fenotipificación de la microglía 

La microglía aislada se incubó con anticuerpos primarios 1:100 diluidos en PBS 1x. Los 

anticuerpos utilizados fueron: anti-CD11b (Miltenyi Biotec, 130-113-805), anti-CD45 (BD 

Pharmingen, 553076), anti-CD86 (BD Pharmingen, 561964) y anti-CD206 (BioLegend, 141703). 

Para cada anticuerpo, las células se incubaron durante 30 min y posteriormente fueron lavadas y 

resuspendidas en 100 μL de PBS 1x para su análisis en el citómetro de flujo BD Accuri 6. Se 

determinó el porcentaje de células positivas para cada marcaje. 

 

 

6.6 Análisis in vitro 

6.6.1 Mantenimiento de la línea celular SIM-A9 

Para los ensayos in vitro se empleó la línea celular SIM-A9 (ATCC, CRL-3265) de 

microglía murina. Las células se mantuvieron a 37ºC en CO2 al 5%, en cajas de cultivo de 25 cm3 

con medio DMEM: F-12 (Sigma, 11320033) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino y 

1% (v/v) de estreptomicina y penicilina (Sigma, 15070063). 
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6.6.2 Cultivo de microglía en placa 

Las células SIM-A9 se incubaron en las condiciones previamente descritas y cuando 

alcanzaron una confluencia de 90% fueron colectadas y sembradas en placa de 6 pocillos a una 

densidad de 100,000 células por pozo en medio DMEM-F12 sin suero fetal bovino para el ensayo 

de fagocitosis y en placas de 96 pocillos a una densidad de 5000 células por pozo para el análisis 

de potencial de membrana y detección de ROS. Las células se incubaron durante 24 horas y 

posteriormente fueron estimuladas con un cóctel de ceramidas a 1 μM (C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 

y C24:1) o 500 ng de lipopolisacárido (LPS) (Sigma, L2630) como control positivo de inflamación.  

 

 

6.6.3 Ensayo de fagocitosis 

La fagocitosis en microglía se determinó utilizando perlas de látex fluorescentes verdes 

(Sigma, L1030), que fueron pre-opsonizadas en suero fetal bovino en una proporción 1:5 durante 

1 h a 37°C en agitación. Las células de microglía fueron incubadas con las perlas a una 

concentración final de 0.1% (v/v) durante 6 h a 37°C. Como control negativo de fagocitosis las 

células con las perlas de látex se incubaron a 4°C (Cruz-Carrillo et al., 2020). Posterior a la 

incubación el medio celular que contenía las perlas fue descartado y las células fueron lavadas tres 

veces con PBS 1x. Las células fueron despegadas utilizando 1 mL de la solución 

PBS/EDTA/EGTA/Glucosa y resuspendidas en 100 μL de PBS 1x para su análisis en el citómetro 

de flujo BD Acuri C6 Plus. Se determinó el porcentaje de células positivas para FITC, que 

representan aquellas células que internalizaron las perlas. 
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6.6.4 Análisis de Expresión de genes proinflamatorios 

Luego de la exposición a ceramidas o LPS se realizó la extracción de ARN mediante el 

método de TRIzol, se añadieron 1 mL de reactivo frío a cada pozo, y la muestra fue homogeneizada 

mediante pipeteo. Posteriormente, el contenido se transfirió a un tubo de 1.5 mL e incubó a 

temperatura ambiente durante 5 minutos para facilitar la disociación completa de las 

nucleoproteínas. 

A continuación, se incorporaron 200 µL de cloroformo frío, se mezcló vigorosamente durante 30 

segundos mediante vortex y se centrifugó a 12,000 × g durante 15 minutos a 4 °C. 

La fase acuosa resultante se recuperó y transfirió a un nuevo tubo, donde se añadió 0.5 mL de 

isopropanol frío para precipitar el ARN. Las muestras se incubaron a −20 °C durante toda la noche 

y se centrifugaron a 7500 × g por 10 minutos a 4 °C, se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó 

con 0.5 mL de etanol al 75%. Este paso se repitió dos veces, con centrifugación a 12,000 × g por 

10 minutos entre cada lavado. Finalmente, el ARN precipitado se resuspendió en 30 µL de agua 

libre de RNasas. Se realizó la retrotranscripción del RNA empleando el kit High-Capacity cDNA 

reverse transcription kit with RNase Inhibitor. Cada muestra de ARN fue cuantificada utilizando 

el espectrofotómetro NanoDrop 8000 y fueron ajustadas a una concentración de 200 ng de ARN 

total en un volumen final de 10 µL. La retrotranscripción se llevó a cabo en un termociclador, con 

un programa que consistió en 10 minutos a 25 °C, seguido de 120 minutos a 37 °C y una etapa final 

de 5 minutos a 85 °C. Para la cuantificación relativa de la expresión génica se utilizaron 5 µL de 

SYBR® Green SuperMix, 2 µL de agua libre de nucleasas y 1 µL de cada cebador, a una 

concentración final de 0.5 µM. A esta mezcla, con un volumen total de 9 µL, se le añadió 1 µL de 

ADNc, alcanzando un volumen final de 10 µL por reacción. La amplificación se realizó en un 

termociclador Applied Biosystems 7500 Fast utilizando el siguiente programa térmico: 50 °C 

durante 2 minutos, seguido de 95 °C durante 10 minutos; posteriormente, se llevaron a cabo 40 
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ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 60 segundos. Se evaluó la expresión de los 

genes proinflamatorios IL-β (Forward, 5′-GCAACTGTTCCTGAACTCAAC-3′. Reverse, 5′-

ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3′), IL-6 (Forward, 5′-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-

3′. Reverse, 5′-TTGGTCAGCCACTCCTTC-3′), TNFα (Forward, 5′-

CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3′. Reverse, 5′-CGATCACCCCGAAGTCAGTAG-3′.) y NLRP3 

(Forward, 5′- ATT ACCCGCCCGAGA AAGG-3′. Reverse, 5′- TCGCAGCAAAGATCC 

ACACAG-3′), la expresión relativa fue normalizada utilizando el gen constitutivo 36B4 (Forward, 

5′-TCCAGGCTTTGGGCATCA-3′. Reverse, 5′-CTTTATCAGCTGCACATCACTCAGA-3′) 

como control endógeno. El análisis de los resultados se realizó mediante el método comparativo 

de cuantificación 2^–ΔΔCt. 

 

 

6.6.5 Determinación del potencial de membrana mitocondrial en microglía 

Posterior a la incubación con ceramidas, el potencial de la membrana mitocondrial se 

determinó utilizando la sonda permeable MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen, M7512). Las 

células sembradas en placa de 96 pocillos se lavaron con PBS 1x y se añadieron 25 nM de 

MitoTracker diluido en medio de grabación (RM) compuesto de 156 mM NaCl; 3 mM KCl; 2 mM 

MgSO4; 1.25 mM KH2PO4; 10mM D-Glucosa; 2 mM CaCl2; 10 mM Hepes; con pH 7.3–7.4 

durante 30 min a 37°C. La señal de fluorescencia se midió utilizando el lector multimodal de 

imágenes celulares Cytation 5 (Agilent BioTek) a una longitud de onda de excitación y emisión de 

579 y 599 nm, respectivamente para determinar la intensidad de la fluorescencia.  
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6.6.6 Cuantificación de especies reactivas de oxígeno citosólicas y mitocondriales en la 

microglía 

Después del tratamiento con las ceramidas las células fueron lavadas con PBS 1x se agregó 

5 µM de dihidroetidio (DHE) (Invitrogen, D1168) para el análisis de superóxido citosólico o 5 µM 

de MitoSOX como indicador de superóxido mitocondrial (Invitrogen, M36009) en el medio de 

grabación (RM) compuesto por; 156 mM NaCl; 3 mM KCl; 2 mM MgSO4; 1.25 mM KH2PO4; 

10mM D-Glucosa; 2 mM CaCl2; 10 mM Hepes; pH 7.3–7.4, a 37°C. Los datos de fluorescencia 

de DHE y MitoSOX fueron recolectados en intervalos de 2 min durante 30 min. La señal de 

fluorescencia se midió a una longitud de onda de excitación y emisión de 480-520 y 570-600 nm, 

respectivamente utilizando el lector multimodal de imágenes celulares Cytation 5 (Agilent  

BioTek). 

 

 

6.7 Análisis lipidomico y perfil inflamatorio en plasma de sujetos con ansiedad 

6.7.1 Recolección de muestras y evaluación clínica 

Se trabajó con muestras de plasma obtenidas de sujetos diagnosticados con trastorno de 

ansiedad, así como de un grupo control sin sintomatología ansiosa. A todos los participantes se les 

proporcionó información detallada, tanto de manera oral como escrita, sobre los objetivos y 

procedimientos del estudio. Aquellos que aceptaron participar firmaron voluntariamente el 

consentimiento informado, tras lo cual se procedió a la toma de muestra de sangre periférica.  

Además, se recopilaron datos demográficos, antecedentes médicos y antecedentes psiquiátricos 

familiares mediante una hoja de recolección de datos diseñada para este fin. Para la evaluación 

clínica, tanto los pacientes como los controles fueron sometidos a tres instrumentos validados para 

la medición de sintomatología ansiosa: la Escala de Impresión Clínica Global (CGI-S), la Escala 
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de Ansiedad Generalizada de 7 ítems (GAD-7) y el Inventario de Ansiedad de Beck (BAI). Los 

puntajes de estas escalas se integraron posteriormente en un score compuesto de ansiedad. 

 

 

6.7.2 Criterios de inclusión y exclusión 

Para el grupo control, los criterios de inclusión fueron: ser mayor de 18 años, encontrarse 

en buen estado de salud física y no presentar diagnóstico psiquiátrico ni sintomatología ansiosa. Se 

excluyeron aquellos participantes que no cumplían con los criterios de salud, presentaban síntomas 

de ansiedad o no eran capaces de otorgar su consentimiento informado. En el grupo clínico, se 

incluyeron sujetos mayores de 18 años, con buena salud física, valorados por un psiquiatra 

certificado que confirmara el diagnóstico de trastorno de ansiedad, y que no hubieran recibido 

tratamiento farmacológico previo. Se excluyeron aquellos participantes cuyo estado de salud no 

fuera adecuado, que no cumplieran con los criterios diagnósticos para trastorno de ansiedad según 

la valoración clínica o que no pudieran firmar el consentimiento informado. 

 

 

6.7.3 Cuantificación de citocinas 

 A partir de la sangre colectada en tubos con EDTA se aisló el plasma centrifugando las 

muestras a 1000 × g durante 10 min. Se utilizaron 25 µl para  realizar el análisis de citocinas 

por  inmunoensayo multiplex. El análisis se realizó siguiendo las especificaciones del fabricante 

para el kit  MILLIPLEX® Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel - Immunology 

Multiplex Assay que evalúa los niveles de IL-10, IL17A, IL-1β, IL-6, IL-7, MCP1 y TNFα. La 

lectura de los datos se realizó en el equipo Luminex® 200™ Multiplexing Instrument. 
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6.7.4 Cuantificación de ceramidas  

La cuantificación de ceramidas en muestras de plasma humano se realizó mediante 

espectrometría de masas. Para la extracción de lípidos, se utilizó el método clásico de Bligh & Dyer 

con modificaciones para optimizar la recuperación de ceramidas. Se emplearon 50 µL de plasma 

por muestra, a los cuales se añadieron 975 µL de agua, 2 mL de metanol y 900 µL de diclorometano 

(DCM). Se incorporó una mezcla de estándares internos (Usplash®, Avanti Polar Lipids Inc.) para 

control de recuperación y cuantificación absoluta. La mezcla se incubó durante 30 minutos a 

temperatura ambiente y se añadió una segunda fase de extracción con 1 mL de agua y 900 µL de 

(DCM). Posteriormente, las fases se separaron por centrifugación a 1400 × g durante 10 minutos y 

se recuperó la fase orgánica inferior. Las fases orgánicas combinadas se secaron utilizando un 

concentrador LabConco Centrivap a 30 °C durante 90 minutos. Después del secado, las muestras 

se reconstituyeron en 350 µL de una solución de acetato de amonio 10 mM en una mezcla de 

DCM:MeOH (50:50, v/v). La detección y cuantificación se llevaron a cabo utilizando un 

espectrómetro de masas Sciex QTRAP 6500plus acoplado a un sistema de separación por 

movilidad diferencial (DMS) (SelexION™), operado en modo de ionización por electrospray. Se 

inyectaron 90 µL de cada muestra mediante inyección directa a un flujo de 8 µL/min utilizando un 

sistema LC-Exion AD 30. Se empleó una lista de adquisición dirigida (MRM) con DMS activado. 

La adquisición y procesamiento de datos se realizaron con el software Shotgun Lipidomics 

Assistant (SLA) versión 1.5, una herramienta basada en Python que permite la selección de 

transiciones MRM de lípidos y estándares, además de correcciones isotópicas. Las intensidades de 

cada especie lipídica se compararon con las de sus estándares internos, cuyas cantidades conocidas 

se emplearon como referencia para la cuantificación. A partir de esta relación se calcularon las 

concentraciones absolutas en nmol, aplicando la corrección por el volumen de muestra analizado 

(Su et al., 2021). 
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6.8 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos, que incluyeron pruebas de normalidad, ANOVA de 

una vía, Kruskall-Wallis, prueba t de Student y U de Mann-Whitney, se empleó el software 

GraphPad Prism 10.2.0. La significancia estadística se estableció en p < 0,05.  

Se construyeron modelos de regresión múltiple utilizando los datos conductuales y la 

fenotipificación de microglía para predecir la asociación entre el Z-score de las pruebas 

conductuales como variable dependiente y el fenotipo M1/M2 microglial como variable 

independiente en el modelo murino. De forma análoga, se realizaron análisis de regresión lineal 

simple en muestras humanas para evaluar la relación entre el score de ansiedad y los niveles 

plasmáticos de los lípidos analizados, presentados también como coeficientes beta (β) con 

intervalos de confianza al 95% (IC 95%). 

Los datos fueron estandarizados antes del análisis, y los valores atípicos potenciales se 

gestionaron utilizando métodos estadísticos robustos. Estos análisis se llevaron a cabo en RStudio 

versión 4.3.0 con las siguientes fórmulas base: lm(Zscore ~  M1 cortex * M2 hippocampus) para 

el modelo murino y lm(Anxiety score ~ Ceramide) para el análisis en humano
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7. RESULTADOS 

7.1 Los ratones hembra administradas con ceramidas presentan una conducta similar a la 

ansiedad 

Para evaluar el efecto de las ceramidas de cadena larga y muy larga en la conducta los 

ratones fueron sometidos a un set de cuatro pruebas conductuales. Primero evaluamos el 

comportamiento similar a la ansiedad utilizando la prueba del laberinto elevado, y encontramos un 

aumento significativo en el tiempo pasado en los brazos cerrados en las hembras tratadas con 

ceramidas (p = 0,0293) (Figura 4a), sin diferencias significativas en el tiempo pasado en los brazos 

abiertos (Figura 4b) ni en el número total de entradas (Figura 4c). La administración de ceramidas 

en ratones macho no mostró diferencias significativas en los parámetros de comportamiento similar 

a la ansiedad (4a,b,c). 

Figura 4. Efecto del tratamiento con ceramidas en la conducta similar a la ansiedad en el laberinto elevado. A) 

El tratamiento con ceramidas aumentó significativamente el tiempo que las hembras pasaron en los brazos cerrados 

del laberinto elevado. No se observaron diferencias significativas en los machos. B) No se observaron diferencias 

significativas entre los cuatro grupos en el tiempo pasado en los brazos abierto s. C) En cuanto al número de entradas 

no se encontró una diferencia estadísticamente significativa en ninguno de los grupos analizados. Los datos se 

presentan como media ± SEM. Se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis para analizar las diferencias entre los grupos *p 

< 0.05. Para hembras CON (n = 24), CER (n = 24), machos CON (n = 19), CER (n = 19). Abreviaturas: CON: control; 

CER: ceramidas. 
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Los ratones macho y hembras administrados con ceramidas no mostraron alteraciones en 

la distancia total (Figura 5a), frecuencia en orillas (Figura 5b) ni tiempo de inmovilidad (Figura 

5c) durante la prueba de campo abierto. 

Figura 5. Efecto del tratamiento con ceramidas en la conducta similar a la ansiedad en la prueba de campo 

abierto. A) No se observaron diferencias significativas respecto a la distancia total recorrida. B) La frecuencia en las 

orillas no mostró diferencia estadísticamente significativa en ninguno de los grupos analizados. C) La diferencia en 

el tiempo de inmovilidad no fue significativa entre los cuatro grupos analizados. Los datos se presentan como media 

± SEM. Se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis para analizar las diferencias entre los grupos *p < 0,05. Para hembras 

CON (n = 24), CER (n = 24), machos CON (n = 19), CER (n = 19). Abreviaturas: CON: control; CER: ceramidas. 

 

 

En la prueba de caja luz oscuridad encontramos que las hembras muestran un aumento 

significativo en la latencia para entrar por primera vez en el compartimento iluminado tras la 

administración intravenosa de las ceramidas (p = 0,0116) (Figura 6a). No se encontraron cambios 

significativos en el tiempo pasado en el compartimento iluminado tras la administración de 

ceramidas (Figura 6b). No observamos diferencias significativas ni en la latencia ni en el tiempo 

pasado en el compartimento en el grupo de machos expuestos a ceramidas (Figura 6a, b).  
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Figura 6. Efecto del tratamiento con ceramidas en la conducta similar a la ansiedad en la caja de luz/oscuridad. 

A) Las hembras administradas con ceramidas muestra una latencia para entrar en el compartimento estadísticamente 

significativa mayor respecto al grupo control. B) No se observaron diferencias significativas en el tiempo pasado en el 

compartimento iluminado entre los cuatro grupos. Los datos se presentan como media ± SEM. Se utilizó la prueba de 

Kruskal-Wallis para analizar las diferencias entre los grupos *p < 0,05. Para hembras CON (n = 24), CER (n = 24), 

machos CON (n = 19), CER (n = 19). Abreviaturas: CON: control; CER: ceramidas. 

 

 

En la prueba de alimentación novedosa suprimida encontramos que las hembras tratadas 

con el cóctel de ceramidas experimentaron una mayor latencia para alcanzar el pellet de comida en 

el centro de la arena (p = 0,0381) (Figura 7a), sin diferencias significativas en la latencia para 

comer ni en el consumo en su jaula (Figura 7b, c ). En los machos no se observaron diferencias 

significativas en los parámetros analizados  (Figura 7a, b, c). 
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Figura 7. Efecto del tratamiento con ceramidas en la conducta similar a la ansiedad en la prueba de 

alimentación suprimida novedosa. A) Las hembras administradas con ceramidas muestra una latencia para 

alimentarse en el campo abierto significativamente mayor respecto al grupo control. B) Las hembras administradas 

con ceramida muestras una latencia significativamente mayor comparado con el grupo de machos. C) Se encontró un 

mayor consumo de alimento en jaula en el grupo de machos. Los datos se presentan como media ± SEM. Se utilizó la 

prueba de Kruskal-Wallis para analizar las diferencias entre los grupos *p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Para 

hembras CON (n = 24), CER (n = 24), machos CON, (n = 19) CER (n = 19). Abreviaturas: CON: control; CER: 

ceramidas. 

 

 

Finalmente, al calcular el Z-score de emocionalidad para cada prueba encontramos un 

aumento significativo en el grupo de hembras administradas con ceramidas en la prueba de 

laberinto elevado al compararlo con el grupo de hembras control (p = 0,01) y los machos que 

recibieron la mezcla de ceramidas (p = 0,01) (Figura 8a). En la prueba de campo abierto no se 

observaron diferencias significativas entre los cuatro grupos analizados (Figura 8b). En la caja de 

luz oscuridad las hembras del grupo ceramidas muestran un score de emocionalidad 

significativamente mayor que las hembras control (p = 0,0001) y el grupo de machos ceramidas (p 

= 0,0001) (Figura 8c). Para la prueba de alimentación suprimida se observa un patrón similar, las 

hembras administradas con las ceramidas exhiben un score significativamente más alto que las 

hembras control (p = 0,04) y el grupo de machos que recibió la mezcla de ceramidas (p = 0,001) 

(Figura 8d). En conjunto, estos resultados demuestran que las ceramidas de cadena larga y muy 
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larga inducen un fenotipo similar a la ansiedad en ratones hembra. 

 

 

Figura 8. El tratamiento con ceramidas induce un fenotipo ansioso consistente en múltiples pruebas 

conductuales en las hembras administradas con ceramidas. A) Las hembras expuestas a la mezcla con ceramidas 

muestran un score de emocionalidad significativamente mayor en la prueba de laberinto elevado. B) No se observaron 

diferencias significativas entre los grupos analizados en la prueba de campo abierto. C) Se encontró un score 

significativamente más alto en las hembras del grupo CER en la caja de luz oscuridad. D) Para la prueba de 

alimentación suprimida novedosa se observa un score de emocionalidad más alto en las hembras que recibieron la 

mezcla de ceramidas. Los datos se presentan como media ± SD. Se utilizó un ANOVA, post hoc Tukey para analizar 

las diferencias entre los grupos *p < 0,05, **p <0.01, ***p < 0,001. Para hembras CONTROL (n = 24), CER (n = 24), 

machos CON (n = 19), CER (n = 19). Abreviaturas: CER: ceramidas; LDB: Light-Dark Box (caja de luz-oscuridad); 

NSF: Novelty-Suppressed Feeding (alimentación suprimida novedosa). 
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7.2 Las ceramidas modulan la activación microglial en la corteza prefrontal, el hipocampo y 

el cuerpo estriado de ratones hembra con conducta similar a la ansiedad. 

Para evaluar el efecto de la administración de ceramidas en el fenotipo microglial, se realizó 

un aislamiento de microglía proveniente de la corteza prefrontal, el hipocampo y el cuerpo estriado 

utilizando un gradiente de densidad. Para cada región cerebral, se utilizó un pool de 6 ratones, 

resultando en una n final de 4. Los experimentos se llevaron a cabo exclusivamente en hembras, 

ya que estas mostraron un fenotipo similar a la ansiedad tras la administración de ceramidas. La 

fenotipificación se efectuó mediante el uso de marcadores específicos para identificar células 

microgliales y los fenotipos M1 y M2, incluyendo los marcadores anti-CD11b, CD86 y CD206. 

Encontramos que la administración de ceramidas no altera la población total de microglía CD11b+ 

en la CPF, el hipocampo y el cuerpo estriado (Figura 9a). La estimulación con ceramidas 

incrementó el fenotipo de microglía M1 CD86+ en la CPF de las hembras (p = 0.0002). El fenotipo 

CD86+ de la microglía no mostró cambios en el hipocampo ni en el cuerpo estriado (Figura 9b). 

Además, la administración de ceramidas promovió una disminución significativa del fenotipo de 

microglía M2 CD206+ en el hipocampo (p = 0.0013), el estriado (p= 0.0034) y la CPF (p = 0.0007) 

(Figura 9c). De acuerdo con estas observaciones, se puede concluir que las ceramidas de cadena 

larga modulan de forma selectiva los estados de activación de la microglía de manera específica 

para cada región cerebral. 



44  

Figura 9. El tratamiento con ceramidas modifica el estado de activación de las células microgliales en hembras. 

A) No se observaron cambios significativos en la población total de microglía (CD11b+). B) El tratamiento con 

ceramidas indujo un cambio en el fenotipo microglial, caracterizado por un incremento en la proporción de microglía 

proinflamatoria (CD86+) en la corteza, sin cambios en el cuerpo estriado y el hipocampo. C) Las hembras 

administradas con ceramida presentan una disminución de microglía antiinflamatoria (CD206+) en las tres regiones 

analizadas. Los resultados se expresan como media ± SEM. Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante la 

prueba t de Student *p < 0,05, **p < 0,01. Para CON (n = 4) y CER (n = 4) correspondiente a un pool de 6 ratones por 

región cerebral, el análisis de citometría se realizó por duplicado. Abreviaturas: CON: control; CER: ceramidas; 

Striatum: cuerpo estriado; Hip: hipocampo.  
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7.3 La activación microglial M1 en corteza muestra una asociación inversa con la conducta 

tipo ansiosa en el grupo expuesto a las ceramidas. 

Se construyó un modelo de regresión lineal múltiple para evaluar la asociación entre el 

fenotipo microglial y la intensidad de la conducta similar a la ansiedad, representada por el Z-score 

del laberinto elevado. Las variables predictoras incluidas fueron la proporción de microglía M1 en 

corteza y M2 en hipocampo (Figura 10). El modelo fue estadísticamente significativo (R² ajustado 

= 0.6329; F = 9.622; p = 0.0016, β = –0.023; IC 95%: –0.057 a 0.010), lo que indica que las 

variables explican un porcentaje considerable de la variabilidad en el comportamiento ansioso. En 

particular, se observó que en el grupo CER, la proporción de microglía M1 en corteza se asoció 

negativamente con el Z-score, es decir, a mayor activación microglial M1, menor intensidad de la 

conducta ansiosa, lo cual podría sugerir un posible papel compensatorio o una regulación 

diferencial de la respuesta inflamatoria en este grupo. 

Figura 10. Relación entre la proporción de microglía M1 (CD86⁺) en corteza prefrontal y la conducta tipo 

ansiosa en la prueba de laberinto elevado. Se encontró una asociación inversa significativa en el grupo tratado con 

ceramidas, lo que sugiere un posible efecto modulador de la activación microglial cortical sobre el fenotipo ansioso. 

El modelo de regresión fue estadísticamente significativo (R² ajustado = 0 ,6329; F = 9.622; p = 0,0016). Se observó 

una tendencia negativa en la relación entre la proporción de CD86 y el Z-score en el laberinto elevado (β = –0,023; IC 

95%: –0,057 a 0,010). Abreviaturas: CER: ceramidas. 
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7.4 La estimulación con ceramidas de cadena larga aumenta la actividad fagocítica de la 

microglía in vitro. 

Para evaluar si la estimulación con ceramidas coordina la fagocitosis microglial, utilizamos 

la línea celular SIM-A9 de microglía murina. Las células fueron incubadas durante 6 horas con 

ceramidas C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1. La fagocitosis se indujo mediante la adición de 

perlas de látex fluorescentes opsonizadas, y el porcentaje de células fluorescentes, correspondiente 

a aquellas que internalizaron las perlas, se determinó mediante análisis de citometría de flujo. 

Encontramos que la incubación con ceramidas promovió una mayor fagocitosis microglial, 

evidenciada por un aumento en el porcentaje de células FITC+ en comparación con el control de 

inflamación LPS (p = 0,0001) y el control (p = 0,0001) (Figura 11). Estos resultados indican que 

las ceramidas desempeñan un papel activo en la modulación de la capacidad fagocítica de la 

microglía, lo que podría estar relacionado con su función en procesos inflamatorios en el cerebro.  

 

Figura 11. La estimulación con ceramidas aumenta la actividad fagocítica de la línea celular de microglía SIM-

A9. A) Dot plot de la población celular analizada e histogramas representativo de la intensidad del marcador FITC.  B) 

El tratamiento con ceramidas aumenta la fagocitosis de la microglía de forma significativa en comparación con las 

células en estado basal y estimuladas con LPS. Los resultados se expresan como media ± SD de tres experimentos 

independientes por triplicado. Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante ANOVA, post hoc Tukey *p < 
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0,05, ****p < 0,0001. Abreviaturas: CER: ceramidas; LPS: lipopolisacárido. 

 

 

7.5 La estimulación con ceramidas de cadena larga y muy larga promueven la expresión de 

genes inflamatorios in vitro. 

Evaluamos el efecto de la incubación con ceramidas en el perfil de expresión 

proinflamatorio de la línea celular mediante RT-qPCR. Observamos que las células tratadas con 

ceramidas mostraron un aumento significativo en la expresión de todos los genes evaluados en 

comparación con el grupo control (NLRP3, TNF-α, IL-1β e IL-6). Sin embargo, la magnitud de la 

respuesta inflamatoria fue menor en comparación con el grupo estimulado con LPS (Figura 12). 

En detalle, el tratamiento con ceramidas indujo una sobreexpresión de NLRP3 14 veces respecto 

al control  (p = 0,001) (Figura 12a) y TNF-α 17 veces (p = 0,001) (Figura 12b), mientras que IL-

1β y IL-6 mostraron aumentos de 22 (p = 0,0001) (Figura 12c) y 61 veces (p = 0,01) (Figura 12d), 

respectivamente. En contraste, la estimulación con LPS generó niveles de expresión 

considerablemente más altos para las mismas citocinas (NLRP3: 21 veces, TNF-α: 26 veces, IL-

1β: 250 veces, IL-6: 149 veces), lo cual fue estadísticamente significativo al comparar con las 

células tratadas con ceramidas (p = 0,01). 

Estos resultados demuestran que la estimulación con ceramidas de cadena larga y muy larga 

induce un programa inflamatorio robusto en células microgliales, aunque menos intenso que el 

inducido por LPS. Lo anterior sugiere que las ceramidas modulan de forma selectiva vías 

inflamatorias específicas, apoyando su posible papel como mediadores lipídicos proinflamatorios 

en el contexto cerebral. 
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Figura 12. La estimulación con ceramidas incrementa la expresión de genes proinflamatorios en la línea celular 

de microglía SIM-A9. A) Se observa un aumento estadísticamente significativo en la expresión de NLRP3 en las 

células incubadas con ceramidas y LPS respecto al control B) El tratamiento con ceramidas aumento de forma 

significativa  la expresión de TNF-α. C) Las células estimuladas con ceramida muestran un aumento en la expresión de 

IL-1β. D) Las células tratas con ceramidas presentan una mayor expresión de IL-6 respecto al control. Los resultados 

se expresan como media ± SD de tres experimentos independientes por duplicado. Las diferencias entre los grupos se 

evaluaron mediante ANOVA, post hoc Tukey *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Abreviaturas: CER: ceramidas; 

LPS: lipopolisacárido. 

 

 

7.6 La estimulación con ceramidas reduce el potencial de membrana mitocondrial y aumenta 

las especies reactivas de oxígeno citosólicas. 

En el enfoque in vitro finalmente evaluamos si la estimulación con ceramidas (C16:0, 

C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1) desencadena la disfunción mitocondrial y la producción de ROS en 

microglía. Las células microgliales tratadas con ceramidas mostraron una reducción significativa 

en el potencial de membrana mitocondrial (p = 0,0001) (Figura 13a) y un aumento significativo en 

los niveles de ROS citosólicos (p = 0,0001) (Figura 13b). Los niveles de ROS mitocondriales no 

mostraron cambios tras la incubación con ceramidas (Figura 13c). Esta evidencia sugiere que las 

ceramidas promueven estrés oxidativo mediante la generación de ROS en el citoplasma. 
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Figura 13. La estimulación con ceramidas promueve una pérdida del potencial de membrana mitocondrial y 

estrés oxidativo en la línea de microglía SIM-A9. A) Las células tratadas con ceramidas muestran una reducción 

significativa del potencial de membrana mitocondrial. B) La incubación con ceramidas aumenta de forma 

estadísticamente significativa la presencia de ROS en el citoplasma. C) No se observaron cambios significativos en las 

especies reactivas mitocondriales. Los resultados se expresan como media ± SEM de dos experimentos independientes 

por sextuplicado. Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante la prueba t de Student ***p < 0,001, ****p 

< 0,0001. Abreviaturas: CER: ceramidas; ROS: especies reactivas de oxígeno. 

 

 

7.7 Características de la población de estudio. 

Para traducir los hallazgos en el modelo animal al contexto clínico se analizaron muestras 

de plasma de sujetos con trastorno de ansiedad para explorar si las alteraciones inflamatorias y 

lipídicas también estaban presentes a nivel periférico. La muestra total incluyó a 34 participantes, 

divididos en dos grupos: 17 sujetos control y 17 sujetos con diagnóstico de trastorno de ansiedad. 

En ambos grupos se incluyeron 3 hombres y 14 mujeres, con edades comprendidas entre 21 y 27 

años, todos físicamente sanos. El grupo control estuvo compuesto por participantes sin diagnóstico 

psiquiátrico ni sintomatología ansiosa al momento de la recolección de la muestra, lo cual fue 

confirmado mediante la aplicación de tres instrumentos clínicos: CGI-S, GAD-7 y BAI. Por otro 

lado, los 17 sujetos del grupo clínico presentaban síntomas ansiosos al momento de la evaluación, 

y contaban con un diagnóstico confirmado de trastorno de ansiedad por un especialista en 

psiquiatría. La severidad de los síntomas se clasificó en tres niveles según los puntajes combinados 

de los instrumentos aplicados:10 sujetos presentaron ansiedad leve, 4 ansiedad moderada y 3 
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ansiedad severa. 

 

 

7.8 Los sujetos con trastorno de ansiedad presentan un perfil proinflamatorio sistémico. 

Se evaluaron los niveles de citocinas IL-10, IL17A, IL-1β, IL-6, IL-7, MCP1, TNFα en 

plasma de sujetos con trastorno de ansiedad y controles sanos. Los análisis indicaron que, en 

comparación con el grupo control, los sujetos con ansiedad presentaron una tendencia general hacia 

el incremento de las citocinas proinflamatorias (Figura 14). Se observó un aumento significativo 

en los niveles de IL-6 (p = 0,0001) (Figura 14d), MCP1 (p = 0,0001) (Figura 14f) y TNF-α (p = 

0,0001) (Figura 14g) en el grupo con ansiedad, mientras que IL-1β mostró una tendencia al alza 

sin alcanzar significancia estadística (Figura 14c). En contraste, los niveles de IL-17A se 

encontraron significativamente disminuidos (p = 0,01) (Figura 14b) en los sujetos con ansiedad en 

comparación con los controles. Estos hallazgos sugieren una activación parcial del perfil 

inflamatorio sistémico en sujetos con sintomatología ansiosa, siendo MCP1 la citocina con mayor 

diferencia entre condiciones. 
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Figura 14. Alteración en el perfil de citocinas plasmáticas en sujetos con trastorno de ansiedad. A) No se 

observaron diferencias significativas en los niveles plasmáticos de IL-10. B) Los sujetos con ansiedad muestran una 

disminución significativa de IL-17A. C) Se observa una tendencia al alza de la IL-1β en los sujetos con ansiedad. D) 

Se encontró un aumento significativo de IL-6 en sujetos con ansiedad. E) No se encontraron cambios en los niveles de 

IL-7. F) Los niveles de MCP1 plasmáticos fueron mayores en los sujetos con ansiedad. G) Se observaron mayores 

niveles de TNFα en los sujetos con ansiedad. Los resultados se expresan como media ± SEM. Las diferencias entre los 

grupos se evaluaron mediante la prueba t de Student o U de Mann-Whitney dependiendo de su distribución **p < 0,01, 

***p < 0,001. Para Control (n = 17), Anxiety (n = 17). Abreviaturas: IL: Interleucina; MCP1: Monocyte 

chemoattractant protein-1 (Proteína Quimiotáctica  de Monocitos 1); TNFα: Tumor necrosis Factor α (Factor de 

Necrosis Tumoral α). 

 

 

7.9 El perfil lipidómico plasmático en sujetos con ansiedad muestra disminución en 

diacilgliceroles, lisofosfatidilcolina y triglicéridos. 

Se realizó un análisis lipidómico dirigido en muestras de plasma para evaluar el perfil de 

esfingolípidos y otras clases lipídicas en sujetos con ansiedad. No se encontraron diferencias 

significativas en las concentraciones plasmáticas de ceramidas, dihidroceramidas, 
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hexosilceramidas ni lactosilceramidas entre los grupos (Figura 15). En contraste, se observó una 

disminución significativa en los niveles de diacilglicerol 18:2/22:4 (p = 0,004) y 18:2/22:6 (p = 

0,02), lisofosfatidilcolina 24:1 (p = 0,03) y triacilglicerol 60:11 FA 22:5 (p = 0,04) en los sujetos 

con ansiedad en comparación con los controles (Figura 16). 

 

Figura 15. Perfil de ceramidas y sus derivados en plasma de sujetos con trastorno de ansiedad y controles 

sanos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos control y ansiedad en las especies analizadas de 

A) ceramidas, B) dihidroceramidas, C) hexosilceramidas y D) lactosilceramidas. Los resultados se expresan en log10 

de nmol/µL. diferencias entre los grupos se evaluaron mediante la prueba t de Student o U de Mann-Whitney 

dependiendo de su distribución. Para Control (n = 17) y Anxiety (n = 17). Abreviaturas: Cer: ceramidas; CE: 

dihidroceramidas; HexCER: hexosilceramidas; LacCER: lactosilceramidas. 
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Figura 16. Reducción en los niveles plasmáticos de diglicéridos, lisofosfatidilcolinas y triglicéridos en sujetos 

con ansiedad. Se observó una disminución significativa en los niveles de DG 18:2/22:4, DG 18:2/22:6, LPC 24:1 y 

TG 60:11 FA 22:5 en los sujetos con ansiedad en comparación con controles. Los resultados se expresan en log10 de 

nmol/µL. diferencias entre los grupos se evaluaron mediante la prueba t de Student o U de Mann-Whitney 

dependiendo de su distribución. Para Control (n = 17) y Anxiety (n = 17). Abreviaturas: DG, diglicéridos; LPC, 

lisofosfatidilcolina; TG, triglicéridos; FA, ácido graso. 

 

 

7.10 Las concentraciones plasmáticas de ceramidas no se asocian con el puntaje de 

ansiedad. 

Se exploró la relación entre las concentraciones plasmáticas de ceramidas y el puntaje de 

ansiedad con el fin de identificar posibles asociaciones entre estos lípidos y la sintomatología 

ansiosa. Los análisis se realizaron para las ceramidas saturadas C16:0, C18:0, C22:0, C24:0, así 

como para la especie monounsaturada C24:1 (Figura 17). En todos los casos, los modelos lineales 

ajustados mostraron interceptos significativos, lo que indica que las especies lipídicas fueron 

detectadas de manera consistente en la cohorte. Sin embargo, los coeficientes de pendiente (β) 

asociados al puntaje de ansiedad no alcanzaron significancia estadística (p > 0.09 en todos los 

modelos). 

En términos específicos, las ceramidas de cadena larga (C16:0 y C18:0) no mostraron una 
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relación positiva o negativa clara con el puntaje de ansiedad. De forma similar, las especies de 

cadena muy larga C22:0, C24:0 y C24:1 tampoco presentaron asociaciones significativas. En 

conjunto, estos resultados sugieren que, a diferencia de lo observado con otras clases lipídicas y 

mediadores inflamatorios, las ceramidas plasmáticas no constituyen un biomarcador directo de la 

sintomatología ansiosa en los sujetos evaluados. 

. 

Figura 17 Relación entre las concentraciones plasmáticas de ceramidas y el puntaje de ansiedad en sujetos con 

trastorno de ansiedad y controles sanos. A) Modelo con DG 18:2/22:4. B) Modelo con DG 18:2/22:6. C) Modelo 

con LPC 24:1. D) Modelo con TG 60:11 FA 22:5. Ninguno de los modelos mostró asociaciones significativas entre 

las concentraciones plasmáticas de estas especies lipídicas y el puntaje de ansiedad (p > 0,09). Las líneas representan 

los ajustes por grupo; las bandas de color indican los intervalos de confia nza al 95 %. Abreviaturas: DG, diacilglicerol; 

LPC, lisofosfatidilcolina; TG, triacilglicerol; FA, ácido graso. 

 

 

Posteriormente se analizó la asociación entre las especies lipídicas diferencialmente 

expresadas en plasma y el puntaje de ansiedad en los sujetos evaluados (Figura 18). En el caso de 

los diacilgliceroles DG 18:2/22:4 y DG 18:2/22:6, no se observaron correlaciones significativas 
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con los niveles de ansiedad (p = 0,09 y p = 0,14, respectivamente), lo que sugiere que la reducción 

observada en estas especies lipídicas en el grupo con ansiedad no se traduce en una relación lineal 

con la intensidad de los síntomas. De manera similar, los niveles plasmáticos de lisofosfatidilcolina 

24:1 (p = 0,13) y triglicérido 60:11 FA 22:5 (p = 0,38) tampoco mostraron una asociación 

significativa con la sintomatología ansiosa. 

 

 

Figura 18. El fenotipo ansioso no muestra asociación significativa con especies lipídicas plasmáticas 

diferencialmente expresadas. A) Modelo con DG 18:2/22:4. B) Modelo con DG 18:2/22:6. C) Modelo con LPC 24:1. 

D) Modelo con TG 60:11 FA 22:5. Ninguno de los modelos mostró asociaciones significativas entre las 

concentraciones plasmáticas de estas especies lipídicas y el puntaje de ansiedad (p > 0,09). Las líneas representan los 

ajustes por grupo; las bandas de color indican los intervalos de confianza al 95 %. Abreviat uras: DG, diacilglicerol; 

LPC, lisofosfatidilcolina; TG, triacilglicerol. 
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 Estos resultados sugieren que, aunque estas especies lipídicas se encuentran reducidas en 

los sujetos con ansiedad, su variabilidad individual no se asocia directamente con la magnitud del 

puntaje de ansiedad reportado. Esto podría deberse a que la contribución de estos lípidos al fenotipo 

ansioso no depende de sus niveles circulantes aislados, sino de su integración en redes metabólicas 

más amplias. Asimismo, es posible que factores clínicos o biológicos adicionales, como el estado 

inflamatorio, la regulación hormonal o la distribución tisular de los lípidos, modulen la relación 

entre estas especies y la ansiedad. 
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8. DISCUSIÓN 

Las ceramidas son factores clave en la regulación funcional de órganos metabólicamente 

relevantes, como el tejido adiposo, el hígado, el músculo y el cerebro (Bikman & Summers, 2011). 

En este proyecto, evaluamos la participación de las ceramidas en la conducta similar a la ansiedad. 

Identificamos que las ceramidas de cadena larga y muy larga promueven un comportamiento 

similar a la ansiedad de manera dependiente del sexo, observándose mayor susceptibilidad en las 

hembras. Además, observamos que las ceramidas inducen cambios en el fenotipo microglial, 

aumentando el número de células CD86+ y reduciendo las células CD206+ en la corteza prefrontal 

de las hembras. Finalmente, los experimentos in vitro confirmaron que las ceramidas favorecen un 

fenotipo proinflamatorio en la microglía, aumentando la fagocitosis e incrementando la expresión 

de genes proinflamatorios como NLRP3 y TNF-α, así como alteraciones en la función 

mitocondrial, reflejadas en la pérdida del potencial de membrana y la acumulación de especies 

reactivas de oxígeno citosólicas. Esta evidencia respalda la noción de que las ceramidas modulan 

la actividad microglial y están asociadas con comportamientos similares a la ansiedad.   

 

Las alteraciones en el metabolismo de los esfingolípidos, incluidas las ceramidas, se han 

relacionado con trastornos de ansiedad en humanos. Por ejemplo, la acumulación de esfingomielina 

C16:0 y ceramida C20:0 (Demirkan et al., 2013), así como niveles elevados de N-(hexadecanoil)-

deoxyesfingo-4-enina-1-sulfonato en plasma (Dong et al., 2021), se correlacionan con un aumento 

en los diagnósticos de ansiedad. Xing y colaboradores (2016) reportaron que los niveles elevados 

de ceramida C18:0 están positivamente correlacionados con puntajes más altos en el Inventario 

Neuropsiquiátrico en pacientes con Parkinson, en los que la ansiedad es una comorbilidad común. 

Para caracterizar el efecto de las ceramidas en la inducción de un fenotipo similar a la 

ansiedad, inyectamos a los ratones por vía intravenosa con ceramidas de cadena larga y muy larga.  
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Nuestros resultados confirmaron que la administración sistémica de ceramidas de cadena larga y 

muy larga contribuye al desarrollo de un fenotipo similar a la ansiedad en hembras. Estudios 

previos han documentado niveles elevados de ceramidas C16:0, C18:1, C22:1 y C26:1 en la corteza 

prefrontal y el hipocampo en modelos murinos con ansiedad inducida por estrés (Oliveira et al., 

2016). Además, se ha identificado que una reducción en la expresión de ceramidasa alcalina 2 

(ACER2), una enzima responsable de la degradación de ceramidas podría conducir a la 

acumulación de ceramidas y aumentar la susceptibilidad de los ratones a desarrollar un fenotipo 

similar a la ansiedad (Yang et al., 2020).  En un estudio posterior se demostró que la administración 

sistémica de un cóctel de ceramidas (C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1) en ratones genera un 

comportamiento similar a la ansiedad tan solo 24 horas después de la inyección (Schumacher, 

Edwards, et al., 2022). El mismo grupo de trabajo reportó que el tratamiento con anticuerpos anti-

ceramidas antes de la administración de exosomas enriquecidos con ceramida previene el 

desarrollo del comportamiento similar a la ansiedad en un modelo murino (Schumacher, 

Carpinteiro, et al., 2022). Estos estudios refuerzan la noción de que la acumulación de ceramidas 

de cadena larga y muy larga puede actuar como un factor causal clave en la aparición y 

mantenimiento de fenotipos ansiosos en modelos murinos. 

 

Además de su rol estructural de las membranas celulares y mitocondriales, las ceramidas 

son reguladores críticos del metabolismo celular y modulan las respuestas inflamatorias (Farooqui 

& Farooqui, 2024). En el SNC, la microglía representa el principal tipo de células inmunitarias 

innatas, encargadas de monitorear su entorno en busca de amenazas potenciales, adoptando 

fenotipos específicos en función de su microambiente (Paolicelli et al., 2022). La clasificación más 

simplificada divide a la microglía en dos tipos principales: M1, con un fenotipo proinflamatorio y 

neurotóxico caracterizado por la expresión de CD86, CD16, Iba-1, CD14, CD40 y MHCII; y M2, 
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con un fenotipo antiinflamatorio y neuroprotector asociado a la expresión de CD206 y CD136 

(Jurga et al., 2020). En este trabajo, caracterizamos el efecto de las ceramidas en el fenotipo 

microglial y encontramos que la administración de ceramidas de cadena larga y muy larga modula 

la activación microglial de forma específica para cada región cerebral. Esto se evidencia por el 

aumento de microglías CD86+ en la corteza y la reducción de microglías CD206+ en el cuerpo 

estriado, el hipocampo y la corteza de las hembras. Diversos estudios preclínicos han confirmado 

que la acumulación cerebral de ceramidas de cadena larga y muy larga correlaciona con la 

activación microglial y comportamientos ansiosos en ratones. Por ejemplo, en un modelo 

transgénico de enfermedad de Alzheimer con la mutación APOE4, se reportaron niveles elevados 

de ceramidas C20:0 y C22:0 en la corteza, lo cual se correlaciona con comportamientos ansiosos 

en hembras (Crivelli et al., 2022). La ablación de la ceramidasa ácida induce la acumulación de 

C16:0 en el cerebelo, la corteza, los núcleos paraventriculares y mediales del tálamo, además de 

aumentar la ceramida C18:0 en los núcleos septales y el cuerpo calloso, lo que genera un fenotipo 

similar a la ansiedad (Sikora et al., 2017). De interés, los ratones exhiben un aumento de células 

microgliales CD68+ en la materia gris cortical y subcortical (Sikora et al., 2017). La ablación de 

CerS2 aumenta las ceramidas C18:0 y C20:0, lo que se asocia con un aumento en el número de 

células microgliales CD68+ y disminución de marcadores de un fenotipo en reposo, como 

TMEM119 y P2RY12, en ratones (Teo et al., 2023). El tratamiento sistémico con el 

inmunomodulador FTY720 (Fingolimod) disminuye los niveles de C16:0, C18:0, C20:0 y C24:1, 

y reduce la presencia de microglía CD86+ en la corteza, atenuando el comportamiento similar a la 

ansiedad en ratones (Crivelli et al., 2022). En conjunto, estos resultados sugieren que las ceramidas 

son moduladores clave de la activación microglial y la respuesta inflamatoria, y respaldan su papel 

en la regulación de procesos neuroinmunes asociados con la ansiedad. 
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La microglía son células inmunitarias fagocíticas especializadas en el cerebro que 

desempeñan un papel crucial en el mantenimiento de la salud cerebral, eliminando células 

apoptóticas, proteínas mal plegadas y patógenos, además de contribuir en la poda sináptica, dando 

forma a la estructura y función del cerebro (Galloway et al., 2019). Nuestro análisis in vitro mostró 

que las células microgliales incubadas con ceramidas de cadena larga y muy larga exhibieron una 

mayor fagocitosis. Anteriormente se ha descrito que las ceramidas C16:0, C18:0, C24:0 y C24:1 

están asociadas con la sobreexpresión del marcador fagocítico CD68 (Sikora et al., 2017; Teo et 

al., 2023) y un aumento en la fagocitosis microglial (Robb et al., 2024). Aunque los mecanismos 

moleculares a través de los cuales las ceramidas modulan la fagocitosis microglial aún no se han 

explorado completamente, investigaciones recientes utilizando modelos murinos preclínicos 

destacan el papel de las ceramidas en la regulación de la función microglial. Por ejemplo, en un 

modelo murino de la enfermedad de Gaucher, el cual es causado por mutaciones en la enzima 

responsable de degradar el β-glucosilceramida (β -GlcCer) causando la acumulación de β -GlcCer, 

se observa una fagocitosis microglial aumentada de neuronas vivas a través de receptores de 

lectinas tipo C (Shimizu et al., 2023). Además, en modelos murinos de Niemann-Pick, un trastorno 

neurodegenerativo raro caracterizado por la acumulación masiva de colesterol y esfingolípidos en 

los lisosomas, las células microgliales presentan un fenotipo activado, caracterizado por una mayor 

proliferación, un soma agrandado, complejidad dendrítica reducida y una mayor expresión de 

TREM2, CD11b y CD68 (Rava et al., 2022). También, la ablación de la esfingosina 1-fosfato liasa 

que lleva a la acumulación de esfingosina 1-fosfato se asocia a un aumento de células microgliales 

CD68+ (Karunakaran et al., 2019)). Estos hallazgos sugieren que las ceramidas de cadena larga y 

muy larga y los metabolitos relacionados con las ceramidas modulan la fagocitosis microglial. 

 

La inflamación es una característica común de muchos trastornos psiquiátricos en el cerebro 
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(Traetta et al., 2024). Como se mencionó anteriormente, las células microgliales son células 

inmunitarias especializadas que contribuyen a la respuesta inmune mediante la liberación de 

citocinas proinflamatorias en el cerebro (Salter & Stevens, 2017). Nuestro estudio in vitro demostró 

que la exposición a ceramidas aumenta la expresión de NLRP3 y TNF-α en las células microgliales. 

Se ha documentado previamente, que el análogo de ceramida C2 desencadena la formación del 

complejo NLRP3, lo que lleva al procesamiento y secreción de IL-1β en microglía (Scheiblich et 

al., 2017) y macrófagos (Vandanmagsar et al., 2011). La ceramida C6:0 activa el inflamasoma 

NLRP3 a través del estrés oxidativo mitocondrial en monocitos derivados de médula ósea (Camell 

et al., 2015). Aunque no confirmamos la sobreexpresión de IL-1β en nuestro experimento in vitro, 

el metabolismo intracelular de las ceramidas podría generar varias especies de ceramidas que 

modulan la expresión de citocinas. Por ejemplo, recientemente reportamos que los adipocitos 

derivados de células madre mesenquimales humanas tratados con ceramida 24:0 inducen la 

acumulación intracelular de C14:0, C16:0, C18:0, C18:1, C20:0, C22:0, C22:1, C24:0, C24:1, 

C25:0, C26:0 y C26:1 (Camacho-Morales et al., 2024). La acumulación de C16:0, C24:0 y C24:1 

en el cerebro disminuye la expresión de IL-1β e IL-6 en el hipotálamo mediobasal tras la 

estimulación con LPS (Robb et al., 2024). Además, metabolitos derivados de ceramidas, como 

esfingosina 1-fosfato o β -GlcCer, favorecen la expresión de TNF-α e IL-6 en microglías corticales 

(Karunakaran et al., 2019). Esta evidencia confirma que el metabolismo de las ceramidas podría 

generar especies lipídicas alternativas con el potencial de modular la activación transcripcional de 

vías inflamatorias en el cerebro. 

 

Un número creciente de estudios sugiere una estrecha relación entre las ceramidas, la 

integridad y función mitocondrial (Fisher-Wellman et al., 2021), la respuesta inmune innata y los 

trastornos del estado de ánimo (Culmsee et al., 2019). Además, estudios preclínicos proporcionan 
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evidencia de que las mitocondrias desempeñan un papel crucial en los trastornos de ansiedad 

(Gebara et al., 2021; Hollis et al., 2015). Finalmente, determinamos el papel de las ceramidas de 

cadena larga y muy larga en la función mitocondrial y reportamos que el tratamiento con ceramidas 

de cadena larga y muy larga disminuye el potencial de membrana mitocondrial en células 

microgliales. No se han reportado datos sobre el efecto de las ceramidas en la función mitocondrial 

de las microglías. Sin embargo, la incubación con ceramida C2:0 en astrocitos desencadena la 

liberación de citocromo de las mitocondrias, lo que sugiere un fallo metabólico (Y. Wang et al., 

2006). Además, la ceramida C2:0 reduce el potencial de membrana mitocondrial en linfocitos B 

(Kawabata et al., 1999). También reportamos que el tratamiento con ceramidas aumenta las 

especies reactivas de oxígeno citosólicas. De acuerdo con estudios previos la exposición a ceramida 

C2:0 en astrocitos primarios induce la liberación de ROS (Prasad et al., 2008), y la ceramida C6:0 

favorece la formación de ROS a través de NADPH oxidasa en células de linfoma B (Villena et al., 

2008). En macrófagos, la ceramida 1-fosfato desencadena la generación de ROS por NADPH 

oxidasa (Arana et al., 2012). Por el contrario, también se ha reportado que la ceramida C2:0 inhibe 

la producción de ROS mediante la supresión de NADPH oxidasa en microglías activadas por LPS 

(Jung et al., 2013). El aumento de ROS citosólico puede desencadenar una cascada de eventos de 

señalización que conducen a la activación de vías involucradas en respuestas inflamatorias, 

supervivencia y muerte celular programada (De Almeida et al., 2022). Por lo tanto, proponemos 

que las ceramidas podrían contribuir a la disfunción mitocondrial e influir potencialmente en los 

procesos inflamatorios. 

Complementando los hallazgos obtenidos en el modelo murino, se evaluó el perfil 

inflamatorio y lipídico en plasma de sujetos diagnosticados con trastorno de ansiedad.  

Los análisis indicaron que los sujetos con ansiedad presentaron un incremento significativo 

en las concentraciones de IL-6, MCP1 y TNF-α, además de una disminución significativa en IL-
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17A. Estos hallazgos son congruentes con estudios previos que han demostrado una asociación 

entre trastornos de ansiedad y un perfil inflamatorio alterado. Por ejemplo, Tang et al. (2018) 

reportaron niveles elevados de IL-6, TNF-α e IL-1β en pacientes con trastorno de ansiedad 

generalizada en comparación con controles sanos, sugiriendo una activación del sistema 

inmunológico en estos individuos. Asimismo, en pacientes con trastorno de ansiedad generalizada 

se ha reportado un aumento en IL-6, lo cual se correlaciono positivamente con el puntaje en la 

escala de ansiedad de Hamilton (HAM-A) (Zou et al., 2020). Además, se ha reportado un aumento 

de IL-6, TNFα e IL-17A en el suero de pacientes con artritis reumatoide que presentan 

sintomatología ansiosa (Y. Liu et al., 2012). Por otra parte, los niveles de IL-17A se han 

correlacionado positivamente con el score en el Inventario de Ansiedad Estado-Rasgo en mujeres 

con depresión y ansiedad post parto (Min et al., 2022). En sujetos con enfermedad coronaria los 

niveles de TNFα e IL-17A en suero se correlacionan positivamente con el score de ansiedad en la 

escala de ansiedad y depresión hospitalaria (Lu et al., 2022). En cuanto a MCP1, con anterioridad 

se ha reportado una correlación positiva de esta quimiocina con el score en la escala HAM-A en 

mujeres durante el tercer trimestre del embarazo (Camacho-Arroyo et al., 2021). En pacientes con 

trastorno por abuso de alcohol se ha reportado que mayores niveles de MCP1 plasmáticos se 

asocian a sintomatología ansiosa (Kazmi et al., 2022). En conjunto, estos datos refuerzan la idea 

de que la inflamación sistémica puede desempeñar un papel clave en la fisiopatología del trastorno 

de ansiedad y subrayan la relevancia clínica de los biomarcadores inmunológicos como 

herramientas potenciales para el monitoreo y eventual tratamiento de este tipo de trastornos. 

 

En el análisis lipidómico mediante espectrometría de masas no se observaron diferencias 

significativas en la concentración plasmática de ceramidas entre los sujetos con ansiedad y los 

controles. Sin embargo, el análisis extendido reveló una disminución significativa en diglicéridos, 
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lisofosfatidilcolinas y triglicéridos en los sujetos con ansiedad, lo que indica que las alteraciones 

lipídicas en este trastorno no se limitan a la vía de las ceramidas, sino que podrían involucrar de 

manera más amplia el metabolismo de glicerolípidos y fosfolípidos. En este estudio, las 

concentraciones plasmáticas de ceramidas saturadas (16:0, 18:0, 22:0, 24:0) y de la especie 

monosaturada 24:1 no mostraron asociación con el puntaje de ansiedad . Un patrón similar se 

observó en las especies lipídicas que aparecieron diferencialmente expresadas —DG 18:2/22:4, 

DG 18:2/22:6, LPC 24:1 y TG 60:11 FA 22:5, a pesar de encontrarse disminuidas en los sujetos 

con ansiedad, sus niveles individuales no se relacionaron significativamente con la magnitud de 

los síntomas. Estudios previos han reportado un enriquecimiento de ceramidas de cadena muy larga 

en trastornos de ansiedad y estrés crónico. Por ejemplo, en pacientes con sintomatología ansiosa y 

enfermedad de Alzheimer se observan niveles elevados de diversas especies de ceramidas, 

incluyendo C14:0, C16:0, C18:0 y C24:1, en comparación con controles cognitivamente normales 

y sin ansiedad (Xing et al., 2016), lo que sugiere una alteración en el metabolismo de esfingolípidos 

asociada a síntomas neuropsiquiátricos. Asimismo, en pacientes con enfermedad de Parkinson, los 

niveles de esfingomielina 16:0 y ceramida C20:0 se correlacionaron con un mayor número de 

diagnósticos de ansiedad (Dong et al., 2021). Por otro lado, ya se han reportado asociaciones entre 

las concentraciones plasmáticas de esfingomielinas y fosfatidilcolinas con síntomas de depresión 

y ansiedad en población holandesa. Específicamente, la proporción de esfingomielinas y niveles 

de fosfatidilcolinas estaban inversamente correlacionados con las puntuaciones de síntomas 

ansiosos (Demirkan et al., 2013), sugiriendo que alteraciones en estos lípidos podrían estar 

implicadas en la fisiopatología de los trastornos de ansiedad. Las evidencias presentadas en 

conjunto con los resultados obtenidos respaldan la idea de que existen alteraciones específicas en 

el metabolismo de esfingolípidos en individuos con ansiedad. Aunque en este estudio no se 

detectaron diferencias significativas en las ceramidas plasmáticas, sí se observaron modificaciones 
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significativas en otras clases de lípidos. Esto sugiere que la desregulación metabólica asociada a la 

ansiedad puede ser heterogénea y estar influenciada por factores clínicos, poblacionales o 

metodológicos. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de ampliar la investigación hacia un 

espectro lipídico más amplio, con el fin de comprender de manera integral el eje lípidos-

inflamación en la ansiedad. 

En conjunto, los hallazgos de este trabajo respaldan la hipótesis de que las ceramidas de 

cadena larga y muy larga son moduladores clave de la interacción neuroinmune en el contexto de 

la ansiedad. Tanto en el modelo murino como en sujetos humanos con sintomatología ansiosa, se 

identificaron alteraciones específicas en el perfil lipídico y en el estado inflamatorio sistémico, 

apuntando hacia un eje funcional entre el metabolismo de esfingolípidos y la respuesta inmune. 
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9. CONCLUSIONES  

La administración de ceramidas de cadena larga indujo un fenotipo conductual similar a 

la ansiedad en hembras, acompañado de alteraciones específicas en la activación microglial. En 

particular, se observó un aumento del fenotipo M1 en la corteza prefrontal y una disminución del 

fenotipo M2 en corteza, hipocampo y cuerpo estriado. Además, la proporción de microglía M1 

en corteza mostró una asociación negativa con el puntaje de emocionalidad en el laberinto en 

cruz elevado, sugiriendo un vínculo entre la activación microglial proinflamatoria y la expresión 

de conductas ansiosas. 

En condiciones in vitro, la estimulación con ceramidas promovió un perfil 

proinflamatorio caracterizado por un incremento en la actividad fagocítica y en la expresión de 

NLRP3, TNF-α e IL-6. Paralelamente, se observó un deterioro de la función mitocondrial 

evidenciado por la reducción del potencial de membrana y un aumento en la producción de 

especies reactivas de oxígeno citosólicas en la línea celular de microglía murina. 

En humanos, los sujetos con trastorno de ansiedad presentaron niveles elevados de IL-6, 

MCP1 y TNF-α, junto con reducciones significativas en diacilgliceroles, triacilgliceroles y 

lisofosfatidilcolinas plasmáticas, lo que indica la presencia de un estado proinflamatorio 

sistémico y alteraciones metabólicas específicas. 

En conjunto, estos hallazgos convergen en la propuesta de un eje lípidos-inflamación que 

vincula las ceramidas y otras especies lipídicas con la activación microglial, la disfunción 

mitocondrial y la inflamación sistémica, procesos que podrían contribuir de manera relevante a 

la manifestación y persistencia de la ansiedad. 
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10. PERSPECTIVAS  

1. Analizar el efecto de la administración crónica de las ceramidas de cadena larga en la 

conducta y activación microglial 

2. Evaluar individualmente cada especie de ceramida para identificar su impacto en el 

fenotipo ansioso. 

3. Profundizar en el análisis de diferencias por sexo, considerando las respuestas observadas 

en hembras y machos. 

4. Determinar la utilidad de las ceramidas plasmáticas, de manera aislada o en combinación 

con otras especies lipídicas, como biomarcadores de riesgo, diagnóstico o pronóstico en 

trastornos de ansiedad. 
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